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1.INTRODUCCIÓN	  Y	  REVISIÓN	  BIBLIOGRÁFICA:	  
1.1.	  INCIDENCIA	  DEL	  MELANOMA	  CUTÁNEO	  
	  
La	  mayoría	  de	  los	  estudios	  epidemiológicos	  muestran	  un	  aumento	  de	  la	  incidencia	  de	  
melanoma	  en	  las	  poblaciones	  caucásicas	  en	  las	  últimas	  décadas,	  que	  se	  ha	  relacionado	  
fundamentalmente	   con	  el	   cambio	  en	   los	  hábitos	  de	  exposición	   solar.	   Las	   incidencias	  
más	  altas	   se	  han	   registrado	  en	  Australia	  y	  Nueva	  Zelanda,	  con	  casi	  60	  casos	  por	  100	  
000	  habitantes	  por	  año1.	  Además,	  su	  incidencia	  ha	  aumentado	  más	  rápidamente	  que	  
la	   de	   cualquier	   otro	   cáncer	   en	   EEUU,	   con	   un	   incremento	   del	   3,1	   %	   (p<0,001)	  
anualmente	   en	   los	   últimos	   20	   años2.	   Estos	   cambios	   afectan	   fundamentalmente	   al	  
grupo	   de	   edad	   con	  más	   de	   60	   años,	   particularmente	   en	   el	   sexo	  masculino,	   con	   un	  
incremento	   de	   6.15%	   (95%	   intervalo	   de	   confianza,	   4.31-­‐8.02%)	   para	   el	   periodo	  
comprendido	  entre	  1992	  y	  2005	  3.	  
En	   Europa,	   las	   tasas	   de	   nuevos	   casos	   de	  melanoma	   en	   el	   2012,	   estandarizadas	   por	  
edad,	   fueron	  de	  11.	  4	  por	  100	  000	  para	  hombres,	   y	  11.0	  por	  100	  000	  para	  mujeres,	  
poniendo	  de	  relieve	  grandes	  variaciones	  norte/sur,	  y	  este/oeste4.	  De	  hecho,	  un	  análisis	  
reciente	  de	  la	  base	  de	  datos	  GLOBOCAN	  2008	  confirmó	  que	  la	  tasa	  de	  incidencia	  en	  la	  
Europa	  Central	  y	  del	  Este	  es	  menos	  de	  la	  mitad	  que	  la	  del	  Oeste.	  Esta	  variación	  podría	  
explicarse	   por	   los	   distintos	   fenotipos	   cutáneos,	   los	   distintos	   hábitos	   de	   exposición	  
solar,	   y	   las	  diferencias	  en	   latitud	  y	  altitud	  o	  en	   índice	  de	   radiación	  ultravioleta,	  pero	  
también	   por	   las	   diferencias	   en	   los	   programas	   de	   registro	   de	   enfermedades	   en	   los	  
diferentes	  países5.	  En	  España,	  la	  tasa	  anual	  ajustada	  a	  la	  población	  europea	  es	  de	  6.14	  
en	  hombres	  y	  7.26	  en	  mujeres	  por	  100	  000	  habitantes	  6	  
Se	  han	  encontrado	  diferencias	  en	  cuanto	  al	  género,	  siendo	  el	  melanoma	  más	  frecuente	  
en	  hombres	  que	  en	  mujeres	  en	  los	  EEUU	  y	  Australia	  7,	  8	  y	  en	  Europa	  central,	  del	  Este	  y	  
del	   Sur9.	   Sin	   embargo,	   en	   un	   análisis	   reciente	   de	   los	   registros	   del	   programa	  
Surveillance	  Epidemiology	  and	  End	  Results	  (SEER)	  muestra	  que	  en	  menores	  de	  44	  años,	  
las	  mujeres	  presentan	  mayores	  tasas	  de	  incidencia,	  con	  la	  diferencia	  más	  marcada	  en	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el	  grupo	  de	  edad	  entre	  20	  y	  24	  años,	  diferencia	  que	  no	  se	  observa	  en	  otros	  cánceres	  
cutáneos	   no	  melánicos	   relacionados	   con	   la	   exposición	   ultravioleta	   (RUV),	   sugiriendo	  
que	  otros	   factores	   ligados	  al	   sexo,	   como	   las	  hormonas,	  podrían	   jugar	  un	  papel	  en	  el	  
desarrollo	   temprano	   de	   melanoma10.	   En	   España,	   en	   el	   periodo	   comprendido	   entre	  
1997	  y	  2011,	  desde	  la	  creación	  del	  Registro	  Nacional	  del	  Melanoma	  Cutáneo	  (RNMC),	  
el	  melanoma	  es	  un	  13%	  más	  frecuente	  en	  mujeres	  que	  en	  hombres11.	  
La	   localización	   de	   los	   melanomas	   también	   varía	   en	   relación	   a	   la	   edad,	   siendo	   más	  
frecuentes	   los	  melanomas	  de	  cabeza	  y	  cuello	  en	  edades	  avanzadas,	  y	   los	  de	  tronco	  y	  
extremidades	   en	   jóvenes12.	   Estas	   diferentes	   localizaciones	   se	   han	   asociado	   con	  
diferentes	   patrones	   de	   exposición	   solar:	   los	   melanomas	   de	   cabeza	   y	   cuello	   están	  
relacionados	   con	   la	   exposición	   crónica	   al	   sol,	   y	   los	   de	   tronco	   con	   la	   exposición	  
intermitente	  y	  con	  un	  contexto	  de	  nevus	  múltiples	  o	  atípicos13.	  
En	   cuanto	   al	   espesor	   de	   las	   lesiones	   en	   el	   momento	   del	   diagnóstico,	   los	   tumores	  
gruesos	  no	  han	  aumentado	  su	  proporción	  en	  las	  últimas	  décadas11,14,	  al	  contrario	  que	  
los	  melanomas	  finos,	  que	  han	  aumentado	  su	  incidencia.	  Esto	  podría	  explicarse	  en	  gran	  
medida	   por	   la	   instauración	   de	   campañas	   de	   concienciación	   y	   prevención	   precoz	   de	  
melanoma,	  que	  permiten	  su	  diagnóstico	  en	  estadios	  precoces.	  
1.2.MORTALIDAD	  DEL	  MELANOMA	  CUTÁNEO:	  
	  
Aunque	  el	  melanoma	  representa	  únicamente	  el	  4%	  de	  los	  cánceres	  cutáneos,	  es	  causa	  
del	  mayor	  número	  de	  muertes	  relacionadas	  con	  el	  cáncer	  de	  piel14.	  
Las	  tasas	  de	  mortalidad	  permanecen	  relativamente	  estables	  desde	  la	  década	  de	  los	  80,	  
a	   pesar	   del	   aumento	   de	   su	   incidencia.	   Como	   se	   ha	   comentado	   previamente,	  
numerosos	  estudios	  muestran	  una	  tendencia	  similar	  al	  incremento	  de	  la	  incidencia	  de	  
melanomas	  finos	  en	  distintas	  localizaciones	  geográficas11,	  15,	  16.	  	  Esto	  no	  parece	  deberse	  
únicamente	   al	   diagnóstico	   precoz	   de	   las	   lesiones,	   sino	   que	   se	   cita	   la	   detección	   de	  
tumores	   biológicamente	   menos	   agresivos	   con	   menor	   riesgo	   metastásico16.	   No	  
obstante,	   en	   el	   grupo	   poblacional	   constituido	   por	   hombres	   de	   edad	   avanzada,	   se	  
observa	  una	  mayor	   incidencia	  de	  melanomas	  gruesos,	   frecuentemente	  en	  el	  área	  de	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cabeza	  y	  cuello,	  y	  una	  mayor	  mortalidad17,	  18,	  19.	  Estos	  hechos	  se	  explican	  en	  parte	  por	  
una	  	  menor	  preocupación	  cosmética	  en	  este	  grupo	  de	  edad,	  y	  por	  la	  tendencia	  a	  evitar	  
las	   revisiones	   médicas,	   pero	   sobre	   todo,	   	   se	   ha	   postulado	   que	   podrían	   tener	   un	  
comportamiento	   biológico	   diferente,	   por	   la	   biología	   intrínseca	   del	   tumor	   y	   por	   la	  
alteración	  de	  los	  mecanismos	  de	  defensa	  del	  huesped20.	  	  
	  
1.3.	  FACTORES	  PRONÓSTICOS	  DEL	  MELANOMA	  PRIMARIO:	  
Los	   parámetros	   histopatológicos	   que	   predicen	   el	   pronóstico	   de	   los	   melanomas	  
cutáneos	  primarios	  se	  han	  estudiado	  durante	  décadas,	  y	  se	  recogen	  en	  el	  sistema	  de	  
estadiaje	  del	  American	  Joint	  Comittee	  on	  Cancer	  (AJCC).	  Pero	  basándonos	  únicamente	  
en	   estos	   criterios	   morfológicos	   y	   morfométricos,	   se	   observa	   que	   la	   posibilidad	   de	  
recaída	   no	   difiere	   mucho	   entre	   los	   estadios	   T2	   y	   T3,	   y	   en	   los	   melanomas	   delgados	  
(<1mm,	   T1a	   o	   T1b)	   el	   riesgo	   de	   recurrencia	   varía	   entre	   un	   1	   y	   un	   12%21.	   Estas	  
observaciones	   apoyan	   la	   heterogeneidad	   de	   los	   melanomas,	   que	   tienen	  
comportamientos	   biológicos	   diferentes.	   Es	   por	   tanto	   necesario	   identificar	   nuevos	  
factores	  pronósticos	  que	  ayuden	  a	  tomar	  decisiones	  terapéuticas.	  En	  esta	  línea,	  y	  con	  
el	  desarrollo	  de	  nuevas	  tecnologías,	  se	  han	  identificado	  perfiles	  moleculares	  exclusivos	  
y	   patrones	  mutacionales	   (ADN),	   así	   como	   perfiles	   de	   expresión	   génica	   (ARN)	   en	   las	  
células	  de	  melanoma.	  La	  figura	  1	  muestra	  un	  digrama	  de	  la	  evolución	  en	  el	  tiempo	  de	  
los	  biomarcadores	  con	  valor	  pronóstico	  en	  el	  melanoma.	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Figura	  1.	  Diagrama	  de	  los	  avances	  en	  los	  biomarcadores	  pronósticos	  del	  melanoma	  (Mario	  
Mandala,	  Daniela	  Massi,	  Virchows	  Arch	  2014;	  464:	  265-­‐281)	  
	  
	  
1.3.1.	  Marcadores	  pronósticos	  tisulares	  convencionales	  
1.3.1.1.	  Índice	  de	  Breslow	  (IB)	  
	  
	  Se	   trata	   de	   una	   técnica	   reproducible	   basada	   en	   la	   medición	   en	   mm	   del	   espesor	  
tumoral,	   desde	   el	   punto	   de	   máxima	   infiltración,	   hasta	   la	   última	   célula	   viva	   en	   la	  
superficie	  epidérmica.	  Fue	  descrita	  por	  Breslow	  en	  1970	  22.	  Cuando	  la	   lesión	  afecta	  a	  
los	  anejos	  se	  considera	  componente	   in	  situ,	  salvo	  que	  haya	  extensión	  perianexial.	  En	  
estos	   casos,	   se	   acepta	   en	   general	   que	   se	   debe	  medir,	   en	   caso	   de	   que	   sea	   el	   único	  
componente	  infiltrante,	  desde	  la	  vaina	  externa	  del	  folículo	  o	  la	  superficie	  luminal	  de	  la	  
glándula	  sudorípara.	  Otros	  problemas	  de	  interpretación	  surgen	  cuando	  no	  está	  clara	  la	  
naturaleza	   del	   componente	   infiltrante	   (melanoma	   versus	   nevus	   asociado)	   o	   en	  
tumores	   con	   un	   crecimiento	   exofítico	   o	   patrón	   verrucoso.	   Se	   aconseja	   informar	  
también	   el	   espesor	   en	   las	   zonas	   de	   regresión,	   sabiendo	   que	   no	   representa	   el	  
verdadero	  IB.	  
Este	  índice	  muestra	  una	  excelente	  correlación	  con	  la	  mortalidad,	  siendo	  el	  pronóstico	  
progresivamente	  peor	  al	  aumentar	  el	  espesor	  tumoral,	  hasta	  alcanzar	  los	  8	  mm,	  donde	  
la	  curva	  se	  aplana	  sin	  alcanzar	  el	  100%	  de	  mortalidad23.	  Los	  datos	  de	  la	  AJCC	  confirman	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que	  el	  IB	  se	  correlaciona	  con	  una	  significante	  disminución	  de	  la	  tasa	  de	  supervivencia	  a	  
los	   5	   y	   10	   años.	   Entre	   los	   pacientes	   con	  melanomas	   en	   estadio	   T1	   (<o	   =	   1	   mm	   de	  
espesor),	  la	  supervivencia	  a	  los	  10	  años	  es	  del	  92%,	  pero	  sólo	  del	  80%,	  63%	  y	  50%,	  en	  
pacientes	   con	   estadios	   T2	   (1,01	   a	   2	   mm),	   T3	   (2,01	   a	   4mm)	   y	   T4	   (>4mm)	  
respectivamente	  23.	  
	  
1.3.1.2.	  Índice	  mitósico	  (IM)	  
	  
Basándose	  en	  el	  análisis	  multivariable	  de	  13	  296	  pacientes	  con	  melanomas	  en	  estadio	  I	  
y	   II,	  extraídos	  de	   la	  base	  de	  datos	  de	  melanoma	  de	   la	  AJCC24,	  donde	  se	  señaló	  el	   IM	  
como	  el	  segundo	  factor	  pronóstico	  más	  importante	  tras	  el	  espesor	  tumoral,	  en	  el	  año	  
2010,	  el	  recuento	  de	  mitosis	  se	  incluye	  en	  el	  subestadiaje	  patológico	  de	  los	  melanomas	  
pT123.	   El	   impacto	   pronóstico	  más	   fuerte	   se	   observó	   en	   este	   grupo	   de	   tumores	   (T1),	  
aunque	   también	   era	   significativo	   en	   tumores	   más	   gruesos.	   Actualmente,	   se	  
recomienda	   que	   en	   los	   informes	   patológicos	   de	   todos	   los	   melanomas	   infiltrantes,	  
independientemente	  de	   su	  espesor,	   se	   incluya	  el	  número	  de	  mitosis/mm2,	   teniendo	  
en	  cuenta	  únicamente	  el	  componente	  intradérmico	  de	  la	  lesión,	  empezando	  a	  contar	  




La	   ulceración	   ha	   demostrado	   ser	   un	   factor	   pronóstico	   independiente	   del	   espesor	  
tumor,	  y	  en	  el	  análisis	  del	  sistema	  de	  estadiaje	  en	  vigor	  de	  la	  AJCC,	  es	  el	  tercer	  factor	  
de	   predicción	   de	   supervivencia	   más	   importante23.	   Por	   tanto,	   se	   debe	   evaluar	  
microscópicamente	   la	   presencia	   de	   ulceración	   en	   todo	  melanoma	  primario	   cutáneo,	  
entendiendo	   la	   ulceración	   como:	   1)	   defecto	   de	   la	   epidermis	   afectando	   a	   todo	   su	  
espesor	  (incluyendo	  estrato	  córneo	  y	  membrana	  basal),	  2)	  cambios	  reactivos	  (fibrina	  y	  
neutrófilos),	   3)	   adelgazamiento,	   borramiento	   o	   hiperplasia	   reactiva	   de	   la	   epidermis	  
adyacente,	   en	   ausencia	   de	   traumatismo	   o	   cirugía	   previa.	   Recientemente,	   se	   ha	  
reportado	  que	  la	  extensión	  de	  la	  úlcera,	  ya	  sea	  indicando	  su	  diámetro	  o	  el	  porcentaje	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con	  respecto	  a	  la	  anchura	  del	  tumor,	  otorga	  un	  valor	  pronóstico	  con	  mayor	  precisión	  
que	  la	  existencia	  o	  no	  de	  la	  misma25,	  aunque	  todavía	  no	  se	  incluye	  este	  parámetro	  en	  
el	  estadiaje.	  
	  
1.3.1.4.	  Linfocitos	  intratumorales	  
	  
En	   las	   muestras	   tumorales	   de	   melanoma	   se	   reconoce	   clásicamente	   la	   presencia	   de	  
infiltrados	   linfocitarios.	   	   En	   1981,	   Day	   y	   colaboradores26	   describieron	   un	   mejor	  
pronóstico	  en	   los	  melanomas	   con	   infiltrado	   linfocitario	   intratumoral	  que	  en	  aquellos	  
que	   no	   lo	   tenían.	   Más	   tarde,	   Clark	   y	   colaboradores27	   clasificaron	   los	   infiltrados	  
linfocitarios	   intratumorales	   en	   tres	   tipos	   en	   función	   de	   su	   intensidad	   y	   distribución,	  
como	  (1)intenso	  (“brisk”)	  (cuando	  los	  linfocitos	  se	  disponen	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  el	  tejido	  
de	   la	   fase	   vertical,	   o	   cubriendo	   toda	   la	   base),	   (2)no	   intenso	   (“non-­‐brisk”)(cuando	   los	  
linfocitos	  se	  disponen	  dispersos	  o	  focalmente	  en	  la	  periferia,	  y	  (3)ausente	  (cuando	  no	  
hay	  linfocitos	  o	  no	  infiltran	  el	  melanoma).	  Demostraron	  que	  estos	  infiltrados	  tenían	  un	  
significado	   pronóstico	   cuando	   se	   observaban	   en	   la	   fase	   vertical,	   pero	   no	   en	   la	   fase	  
radial.	  
Más	   recientemente,	   Azimi	   et	   al.	   proponen	   un	   sistema	   de	   grados	   basado	   en	   la	  
distribución	  y	  la	  densidad	  del	  infiltrado	  linfocitario.	  Con	  este	  sistema,	  demostraron	  que	  
el	   infiltrado	   linfocitario	   es	   un	  predictor	   independiente	  de	   supervivencia	   y	   estado	  del	  
ganglio	   centinela	   en	   pacientes	   con	   melanoma28.	   Describieron	   que	   la	   ausencia	   de	  
infiltrado	  linfocitario	  predice	  la	  positividad	  del	  ganglio	  centinela.	  Sin	  embargo,	  a	  pesar	  
de	  la	  presencia	  de	  infiltrado	  linfocitario	  algunos	  melanomas	  progresan.	  Las	  complejas	  
interacciones	   entre	   las	   células	   tumorales	   y	   el	   huésped	   son	   fruto	   de	   constantes	  
investigaciones,	   y	   en	   otros	   campos	   de	   la	   patología	   se	   está	   estudiando	   no	   solo	   la	  
intensidad	  y	  la	  distribución	  de	  los	  linfocitos,	  sino	  también	  la	  caracterización	  molecular	  
de	  los	  mismos.	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1.3.1.5.Nivel	  de	  Clark	  
	  
En	  1969,	  Clark	  et	  al.	  Establecieron	  una	  clasificación	  del	  melanoma	  basada	  en	  el	  nivel	  de	  
invasión	  de	   las	   diferentes	   capas	  histológicas	  de	   la	   piel,	   demostrando	  que	  el	   nivel	   de	  
infiltración	  se	  correlacionaba	  con	  la	  supervivencia29.	  En	  el	  nivel	  I,	  el	  melanoma	  queda	  
limitado	  a	  la	  epidermis	  (in	  situ),	  y	  no	  tiene	  riesgo	  de	  metástasis	  a	  distancia.	  En	  el	  nivel	  
II,	   existe	   una	   extensión	   superficial	   a	   la	   dermis	   papilar,	   que	   todavía	   confiere	   un	  
excelente	   pronóstico.	   El	   nivel	   III	   representa	   la	   infiltración	   y	   distensión	   de	   la	   dermis	  
papilar	  sin	  llegar	  a	  la	  dermis	  reticular,	  el	  nivel	  IV,	  la	  invasión	  de	  la	  dermis	  reticular,	  y	  el	  
nivel	   V,	   la	   del	   tejido	   celular	   subcutáneo,	   y	   constituyen	   un	   aumento	   progresivo	   del	  
riesgo	  de	  metástasis	  y	  mortalidad.	  
En	  la	  clasificación	  de	  la	  AJCC	  de	  2010,	  el	  nivel	  de	  Clark	  ya	  no	  se	  incluye	  como	  criterio	  de	  
estadiaje	  porque	  no	  resultó	  ser	  independiente	  en	  el	  estudio	  multivariable	  al	  considerar	  
el	   IM.	  Por	  este	  motivo	  se	   reemplazó	  el	  nivel	  de	  Clark	  por	  el	   IM	  para	  subclasificar	   los	  
melanomas	   pT1,	   en	   pT1a	   y	   pT1b.	   No	   obstante,	   se	   sigue	   utilizando	   como	   criterio	  
terciario,	  y	  se	  subclasifican	  como	  melanomas	  pT1b	  los	  MM	  con	  nivel	  de	  Clark	  IV	  o	  V,	  en	  
casos	   sin	   ulceración	   donde	   no	   puede	   determinarse	   el	   IM.	   Se	   recomienda	   incluir	  
siempre	  este	  parámetro	  en	  los	  informes	  con	  diagnóstico	  de	  melanoma.	  
	  
1.3.1.6.	  Fase	  de	  crecimiento	  tumoral	  
	  
La	   fase	   radial	   se	   caracteriza	   por	   la	   proliferación	   de	  melanocitos	   en	   la	   epidermis	   y	   la	  
dermis	   papilar,	   con	   desorganización	   arquitectural	   y	   atipia	   citológica,	   sin	   conformar	  
agregados	   cohesivos,	   transmigración	   epidérmica	   y	   extensión	   lateral	   asimétrica.	  
Durante	  la	  fase	  vertical	  el	  melanoma	  adquiere	  un	  mayor	  potencial	  de	  metástasis,	  y	  se	  
caracteriza	  por	  la	  presencia	  de	  agregados	  cohesivos,	  o	  nódulos,	  de	  mayor	  tamaño	  que	  
los	  superficiales,	  y	  /o	  por	  la	  presencia	  de	  mitosis	  en	  el	  componente	  invasivo.	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La	   regresión	   supone	   la	   sustitución	   parcial	   o	   completa	   de	   las	   células	   tumorales	   por	  
fibrosis,	   un	   incremento	   de	   la	   vascularización	   y	   presencia	   de	   melanófagos,	   con	   un	  
infiltrado	   linfocitario	   asociado	   de	   densidad	   variable.	   Se	   considera	   extensa,	  
dependiendo	  de	  los	  autores,	  cuando	  supera	  el	  50%,	  o	  el	  75%de	  la	  lesión.	  Es	  un	  proceso	  
dinámico,	   con	  una	   fase	   inicial,	   una	   fase	   intermedia,	   y	   una	   fase	   tardía.	   Su	   significado	  
pronóstico	   está	   sujeto	   a	   constantes	   controversias.	   Existen	   diversos	   estudios	   que	  
demuestran	  que	  la	  regresión	  es	  un	  factor	  de	  mal	  pronóstico	  en	  el	  melanoma	  cutáneo,	  
especialmente	   en	   melanoma	   delgados.	   Olah	   et	   al.	   analizaron	   134	   pacientes	   con	  
melanomas	  con	  índice	  de	  Breslow	  <	  o	  =	  2mm	  a	  los	  que	  se	  les	  había	  realizado	  estudio	  
del	   ganglio	   centinela,	   y	   apreciaron	   un	   mayor	   riesgo	   de	   metástasis	   ganglionar	   en	   el	  
grupo	   de	   pacientes	   con	   regresión	   (64%)	   que	   en	   aquellos	   sin	   regresión	   (15%)30.	   Sin	  
embargo,	   otros	   estudios	   asocian	   la	   existencia	   de	   regresión	   a	   una	   activación	   de	   la	  
respuesta	   inmune	   en	   el	   huésped	   frente	   a	   la	   celularidad	   tumoral,	   y	   a	   un	   pronóstico	  
favorable,	   sin	   que	   asocie	   un	   aumento	   del	   riesgo	   de	   metástasis	   ganglionar.	   Merece	  
especial	   interés	   el	   trabajo	   de	   Ribero	   et	   al,	   que	   con	   una	   casuística	   amplia	   de	   1693	  
pacientes	  con	  melanoma	  en	  estadios	   I	   y	   II,	   analizaron	  el	  ganglio	  centinela	  en	  182	  de	  
349	  pacientes	  con	  regresión	  en	  el	  tumor	  primario	  (52,1%),	  y	  en	  474	  de	  1344	  (35,3%)	  
melanomas	   sin	   regresión.	   La	   presencia	   de	   regresión	   histológica	   se	   asoció	   de	   forma	  
significativa	   con	  una	  disminución	  del	   riesgo	   de	   progresión	   del	  melanoma,	   y	   con	  una	  
menor	  incidencia	  de	  metástasis	  en	  tránsito,	  ganglionares	  y	  a	  distancia31.	  	  
	  
1.3.1.8.	  Invasión	  linfovascular	  
	  
La	  demostración	  de	  células	  de	  melanoma	  dentro	  de	  las	  luces	  vasculares,	  linfáticas	  y/o	  	  
sanguíneas	   es	   un	   hallazgo	   poco	   frecuente	   en	   las	   biopsias	   excisionales	   de	  melanoma	  
cutáneo	  (alrededor	  de	  un	  8%)32,	  y	  se	  considera	  un	  marcador	  de	  mal	  pronóstico33.	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La	   satelitosis	   se	   define	   como	   la	   existencia	   de	   metástasis	   microscópicas,	   cutáneas	   o	  
subcutáneas,	  de	  más	  de	  0,05	  mm	  de	  diámetro,	  separadas	  por	  tejido	  normal	  y	  a	  más	  de	  
0,	  3	  mm	  de	  distancia	  de	  la	  masa	  tumoral	  principal.	  Se	  consideran	  depósitos	  de	  células	  
tumorales	   localizadas	   en	   el	   sistema	   linfático	   entre	   la	   lesión	   principal	   y	   los	   ganglios	  
linfáticos	  regionales,	  y	  su	  presencia	  supone	  un	  mayor	  riesgo	  de	  recurrencia	  regional	  y	  
sistémica.	  
	  	  
1.3.1.10.	  Tipo	  histológico	  
	  
Los	   subtipos	   histológicos	   clásicos	   de	  melanoma	   (melanoma	   de	   extensión	   superficial,	  
melanoma	  nodular,	  melanoma	   lentiginoso	   acral,	   y	  melanoma	   sobre	   lentigo	  maligno)	  
son	   de	   escaso	   o	   nulo	   valor	   pronóstico	   independiente	   de	   su	   espesor.	   Además	   su	  
interpretación	   es	   observador	   dependiente,	   y	   queda	   sujeta	   a	   la	   experiencia	   del	  
patólogo	  que	  realice	  el	  estudio.	  La	  tendencia	  actual	  es	  a	  clasificarlos	  en	  función	  de	  la	  
exposición	  solar	  de	  la	  localización	  donde	  se	  encuentran.	  
	  
	  1.3.1.11.	  Metástasis	  ganglionar	  
	  
El	  melanoma	  metastatiza	   generalmente	   por	   vía	   linfática,	   y	   el	   estado	   de	   los	   ganglios	  
regionales	   se	   considera	   el	   factor	   pronóstico	   más	   importante	   en	   los	   pacientes	   con	  
melanoma	  localizado.	  La	  técnica	  del	  ganglio	  centinela	  se	  desarrolló	  como	  una	  técnica	  
de	   rutina	  estandarizada	  en	  pacientes	   con	   criterios	   clínicos	  o	  histopatológicos	  de	  mal	  
pronóstico.	   El	   objetivo	   de	   esta	   técnica	   es	   detectar	   la	   presencia	   de	   metástasis	   o	  
micrometástasis	  en	  piezas	  de	  linfadenectomía	  selectiva.	  De	  acuerdo	  con	  la	  clasificación	  
de	   la	   AJCC	   de	   2010,	   se	   consideran	   micrometástasis	   aquellas	   que	   se	   detectan	   por	  
linfadenectomía	   selectiva	   o	   técnica	   de	   ganglio	   centinela,	   mientras	   que	   las	  
macrometástasis	   son	   aquellas	   sospechadas	   clínica	   o	   radiológicamente	   y	   confirmadas	  
histológicamente.	  Dependiendo	  de	   los	  criterios	  de	   inclusión	  de	   los	  pacientes	  y	  de	   los	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protocolos	  de	  estudio	  histológico,	   la	  positividad	  del	  ganglio	   centinela	  oscila	  entre	  un	  
15%	  y	  un	  33%	  34.	  
	  
1.3.2.	  Biomarcadores	  pronósticos	  	  
En	  las	  últimas	  décadas	  se	  han	  realizado	  estudios	  sobre	  el	  valor	  predictivo	  de	  diversos	  
biomarcadores	   en	   pacientes	   con	   melanoma,	   con	   resultados	   poco	   concluyentes.	  
Mandalà	  y	  colaboradores35,	  basándose	  en	  un	  metaanálisis	   reciente	  de	  1797	  artículos	  
que	  describen	  nuevos	  biomarcadores	  con	  valor	  predictivo	  en	  el	  melanoma,	  vieron	  que	  
sólo	  37	  estudios	  de	   cohortes,	   siguieron	   los	   criterios	  REMARK	  establecidos	  por	  Gould	  
Rothberg	  y	  colaboradores36.	  Se	  han	  realizado	  estudios	  que	  incluyen	  marcadores	  de	  la	  
proliferación	   y	   del	   ciclo	   celular	   (Ki67,	   BCL6,	   p53,	   Her3),	   supresores	   del	   crecimiento	  
(AO2,	   HDM2,	   p16),	   marcadores	   de	   resistencia	   a	   la	   muerte	   celular	   (BCL2,	   TNFα,	  
survivina),	  marcadores	  de	  invasión	  y	  metástasis	  (integrinas,	  CD44,	  MCAM,	  cadherina-­‐E,	  
cadherina-­‐P,	   CXCR4),	   y	   marcadores	   de	   inmortalización	   replicativa,	   angiogénesis,	  
metabolismo	   celular	   y	   evasión	   de	   la	   respuesta	   inmune	   (Fig.2).	   Actualmente,	   no	   se	  
reconoce	  la	  utilización	  de	  ninguno	  de	  estos	  biomarcadores	  en	  la	  rutina	  diagnóstica	  con	  
valor	  pronóstico35.	  
	  
Figura	  2.	  Principales	  biomarcadores	  pronósticos	  descritos	  en	  el	  melanoma	  cutáneo	  primario,	  siguiendo	  los	  
criterios	  REMARK,	  agrupados	  en	  función	  de	  su	  huella	  en	  el	  cáncer	  (Tomado	  de	  Mandalà	  et	  al.35)	  
	  
Introducción	  
	   41	  
1.3.3.	  Firmas	  genéticas	  
	  
Los	  avances	  en	  tecnología	  transcripcional	  y	   la	  genómica	  han	  hecho	  posible	  el	  estudio	  
de	   firmas	   de	   expresión	   y	   del	   estado	   mutacional	   de	   los	   tumores,	   lo	   que	   permite	  
subclasificar	  los	  melanomas	  con	  mayor	  exactitud	  desde	  un	  punto	  de	  vista	  diagnóstico	  y	  
pronóstico.	   Desde	   la	   publicación	   en	   el	   año	   2000	   de	   dos	   subtipos	   moleculares	   de	  
melanoma	   con	   implicación	   pronóstica37,	   se	   han	   realizado	   numerosos	   estudios	  
analizando	   la	   expresión	   génica	   en	   los	   melanomas,	   intentando	   definir	   perfiles	   con	  
significación	   pronóstica.	   En	   2012,	   el	   grupo	   de	   Giacomini	   revisó	   los	   estudios	  
moleculares	   realizados	   en	   el	   melanoma38.	   En	   una	   revisión	   de	   más	   de	   100	   artículos	  
seleccionaron	   14	   que	   hacían	   hincapié	   en	   la	   evolución	   del	   paciente,	   y	   expusieron	   las	  
causas	  de	   la	   falta	  de	  consenso	  entre	  grupos,	  concluyendo	  que	   las	  clases	  moleculares	  
todavía	   no	   serían	  de	  uso	   rutinario.	   Recientemente,	  Gerami	   y	   colaboradores,	   definen	  
una	  firma	  genética	  basada	  en	  la	  expresión	  de	  31	  genes	  (22	  de	  ellos	  relacionados	  con	  el	  
melanoma	  cutáneo,	  y	  9	  de	  ellos	  con	  el	  melanoma	  uveal)	  entre	  los	  que	  se	  encuentran	  
representados	   genes	   relacionados	   con	   el	   proceso	   biológico	   del	   desarrollo	   tisular	   y	  
diferenciación	  epitelial,	   y	  genes	   relacionados	  con	   la	  unión	   intercelular,	  para	  clasificar	  
los	   melanomas	   en	   bajo	   y	   alto	   riesgo,	   con	   diferencias	   significativas	   en	   la	  
supervivencia39.	   Además,	   en	   una	   publicación	   posterior,	   muestran	   que	   el	   valor	  





El	  melanoma	  cutáneo	  es	  una	  entidad	  heterogénea	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  genético,	  y	  
las	   alteraciones	   genéticas	   pueden	   ser	   de	   utilidad	   para	   su	   subclasificación.	   Son	  
frecuentes	   las	   mutaciones	   como	   pérdida	   de	   PTEN	   (25-­‐50%),	   y	   la	   amplificación	   del	  
factor	  de	  transcripción	  asociado	  a	  la	  microoftalmia	  (MITF;	  10-­‐15%),	  de	  CDK2	  (20%)	  y	  de	  
ciclina	  D	  (30%)41.	  C-­‐KIT	  se	  encuentra	  mutado	  en	  un	  20-­‐40%	  de	  los	  melanomas	  acrales	  y	  
de	   mucosas41.	   La	   mayoría	   de	   los	   melanomas	   primarios	   presentan	   mutaciones	  
activadoras	  en	  los	  protooncogenes	  NRAS	  (15%)	  o	  BRAF	  (50%),	  componentes	  de	  la	  vía	  
de	  transducción	  de	  señales	  RAS-­‐RAF-­‐MEK-­‐ERK42.	  Varios	  estudios	  evalúan	  el	  impacto	  de	  
las	   mutaciones	   de	   NRAS	   y/o	   BRAF	   en	   el	   pronóstico	   de	   los	   pacientes,	   sin	   encontrar	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diferencias	   significativas	   en	   la	   supervivencia	   de	   pacientes	   en	   estadio	   III43	   y	   sin	  
observarse	  variaciones	  significativas	  en	  la	  supervivencia	  global	  desde	  el	  diagnóstico	  en	  
pacientes	  con	  y	  sin	  mutaciones	  de	  NRAS	  y	  BRAF44.	  Sin	  embargo,	  otros	  autores	  asocian	  
las	   mutaciones	   en	   NRAS	   con	   un	   peor	   pronóstico	   de	   los	   melanomas.	   Devitt	   y	  
colaboradores	   llevaron	   a	   cabo	   un	   estudio	   prospectivo	   en	   una	   cohorte	   de	   249	  
pacientes,	  observando	  que	  las	  mutaciones	  en	  NRAS	  se	  asociaban	  a	  una	  supervivencia	  
más	   corta,	   independientemente	   de	   su	   asociación	   con	   la	   presencia	   de	   marcadores	  
clásicos	  de	  mal	  pronóstico	  (grosor	  e	  índice	  mitósico)45.	  En	  la	  misma	  línea,	  el	  grupo	  de	  
Davies	  identificó	  las	  mutaciones	  en	  NRAS	  como	  un	  factor	  predictivo	  independiente	  de	  
disminución	   de	   la	   supervivencia	   tras	   el	   diagnóstico	   en	   pacientes	   en	   estadio	   V,	  
señalando	  además,	  que	  las	  mutaciones	  en	  BRAF	  o	  NRAS	  se	  asocian	  a	  la	  afectación	  del	  
SNC46.	   Más	   recientemente,	   se	   ha	   descrito	   una	   mayor	   frecuencia	   de	   mutaciones	   de	  
NRAS	  que	  de	  BRAF	  en	  melanomas	  de	  rápido	  crecimiento	  (incremento	  del	  grosor	  en	  0,5	  
mm.	  o	  más	  por	  mes)47.	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1.4.	  TRANSICIÓN	  EPITELIO-­‐MESENQUIMAL.	  
1.4.1.	  Definición	   	  
La	   transición	   epitelio	  mesenquimal	   es	   el	   proceso,	   considerado	   reversible,	   por	   el	   que	  
una	  célula	  epitelial	  sufre	  cambios	  transitorios	  en	  la	  estructura	  celular	  y	  se	  convierte	  en	  
una	  célula	  mesenquimal	  con	  mayor	  motilidad,	  y	  por	  lo	  tanto	  con	  capacidad	  migratoria	  
e	  invasiva.	  
Como	  resultado,	  se	  produce:	  
-­‐una	  alteración	  en	  las	  uniones	  célula-­‐célula	  
-­‐una	  pérdida	  de	  la	  polaridad	  celular	  
-­‐expresión	  de	  marcadores	  mesenquimales	  
-­‐una	  reorganización	  del	  citoesqueleto	  de	  actina	  
Al	  producirse	  una	  pérdida	  de	  contacto	  de	  las	  células	  tumorales	  con	  las	  células	  vecinas,	  
las	  células	  adquieren:	  
-­‐mayor	  motilidad	  
-­‐mayor	  interacción	  con	  la	  matriz	  extracelular	  
-­‐mayor	  capacidad	  de	  invasión	  y	  metástasis48,	  49.	  
	  Los	  factores	  implicados	  se	  utilizan	  como	  biomarcadores	  para	  demostrar	  el	  fenómeno	  
en	  una	  célula	  determinada50.	  
	  
La	   EMT	   se	   describió	   en	   primer	   lugar	   en	   procesos	   fisiológicos,	   y	   es	   esencial	   para	   el	  
desarrollo	   embrionario,	   ya	   que	   participa	   en	   la	   formación	   del	  mesodermo	   y	   del	   tubo	  
neural,	  así	  como	  en	  la	  miogénesis.	  También	  tiene	  lugar	  en	  la	  cicatrización,	  fibrosis,	  así	  
como	  en	  procesos	  patológicos	  como	  la	  progresión	  tumoral	  (invasión	  y	  metástasis)51.	  
Basándose	  en	  el	  contexto	  biológico,	  la	  EMT	  se	  ha	  dividido	  en	  tres	  tipos:	  del	  desarrollo	  
(Tipo	  I),	  de	  la	  fibrosis	  y	  la	  cicatrización	  (Tipo	  II),	  y	  del	  cáncer	  (Tipo	  III)50. 
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1.4.2.	  Regulación	  de	  la	  EMT.	  Factores	  implicados	  
	  
Distintos	  mecanismos	   intervienen	   en	   la	   iniciación	   y	   ejecución	   	   de	   la	   EMT,	   y	   además	  
estos	   se	   superponen	   con	   los	   que	   controlan	   la	   adhesión,	   la	  motilidad,	   la	   invasión,	   la	  
supervivencia	   y	   la	   diferenciación52.	   Diferentes	   activadores	   extracelulares	   pueden	  
desencadenar	  la	  EMT,	  y	  existen	  numerosos	  puntos	  comunes	  en	  las	  diferentes	  vías	  	  de	  
señalización	   que	   activan	   e	   inhiben	   la	   EMT.	   Además,	   las	   vías	   de	   señalización	   que	  
regulan	   la	  EMT	   tienen	  puntos	   finales	   comunes,	   como	  por	  ejemplo,	   la	   regulación	  a	   la	  
baja	  de	  la	  cadherina-­‐E,	  y	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  asociados	  a	  la	  EMT.	  
Por	  otro	  lado,	  se	  ha	  comprobado	  in	  vivo	  que	  cada	  evento	  de	  EMT	  está	  regulado	  por	  un	  
conjunto	   particular	   de	   activadores	   e	   inhibidores,	   y	   además,	   el	   efecto	   generado	   es	  
dependiente	  del	  contexto.	  
La	   EMT	  es	  desencadenada	  por	  una	   interacción	  de	   señales	   extracelulares,	   incluyendo	  
componentes	   de	   la	  matriz	   extracelular,	   como	   el	   colágeno	   y	   el	   ácido	   hialurónico,	   así	  
como	   factores	   de	   crecimiento	   solubles,	   como	  miembros	   de	   las	   familias	   TGFβ	   y	   FGF	  
(factor	  de	  crecimiento	  de	  los	  fibroblastos),	  factores	  de	  crecimiento	  epidérmico	  (EGF)	  y	  
SF/HGF.	  
La	   señalización	   mediada	   por	   receptores	   que	   interactúan	   con	   estos	   ligandos	  
desencadena	  la	  activación	  de	  moléculas	  efectoras	  intracelulares,	  como	  miembros	  de	  la	  
familia	  de	  GTPasa	   (Ras,	  Rho	  y	  Rac),	  y	  miembros	  de	   la	   familia	   tirosin-­‐kinasa	  Src.	  Estos	  
efectores	  orquestan	  el	  desensamblaje	  de	  de	  los	  complejos	  de	  unión	  y	  los	  cambios	  del	  
citoesqueleto	   durante	   el	   proceso	   de	   EMT.	   Además,	   de	   la	   activación	   de	   vías	   de	  
señalización	   también	   resulta	   la	   activación	   de	   reguladores	   de	   la	   transcripción	   como	  
snail	  y	  slug,	  que	  regulan	  los	  cambios	  de	  patrón	  de	  expresión	  génica	  que	  subyacen	  en	  la	  
EMT.	  
Una	   de	   las	   dianas	   fundamentales	   de	   estos	   reguladores	   de	   la	   transcripción	   es	   la	  
represión	  del	  gen	  de	  la	  cadherina-­‐E,	  componente	  fundamental	  del	  fenotipo	  epitelial. 
Muchos	   factores	   de	   transcripción	   (TFs)	   que	   pueden	   inhibir	   la	   cadherina-­‐E	   directa	   o	  
indirectamente	  se	  consideran	  como	  EMT-­‐TFs	  (factores	  de	  transcripción	  inductores	  de	  
EMT):	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  -­‐SNAI1/Snail	  1,	  SNAI2/Snail	  2	   (o	  Slug),	  ZEB1,	  ZEB2,	  E47	  y	  KLF8	   (Kruppel-­‐like	   factor	  8)	  
pueden	  unirse	  al	  promotor	  de	  la	  cadherina-­‐E	  e	  inhibir	  su	  transcripción,	  	  
-­‐	  Twist,	  Goosecoid,	  E2.2	   (o	  TCF4),	  homeobox	  protein	  SIX1	  and	  FOXC2	   (fork-­‐head	  box	  
protein	   C2)	   inhiben	   la	   cadherina-­‐E	   indirectamente53,	   54.	   La	   pérdida	   de	   cadherina-­‐E	  
(CDH1)	  se	  considera	  un	  evento	  fundamental	  en	  EMT,	  y	  se	  ha	  establecido	   la	  conexión	  
entre	  la	  pérdida	  de	  expresión	  de	  cadherina-­‐E	  en	  las	  células	  cancerosas,	  y	  su	  proceso	  de	  
EMT:	  	  
-­‐la	   inducción	   del	   oncogén	   cFos	   induce	   EMT,	   y	   se	   asocia	   con	   una	   disminución	   de	   la	  
expresión	   de	   cadherina-­‐E55.	   En	   las	   células	   que	   han	   sufrido	   EMT,	   al	   perderse	  
completamente	   la	   expresión	   citoplasmática	   de	   cadherina-­‐E	   (que	   contiene	   el	   sitio	   de	  
unión	   de	   la	   β-­‐catenina),	   se	   reorganizan	   los	   complejos	   de	   unión	   y	   se	   suprime	   la	  
proliferación	  celular55.	  
-­‐la	  anulación	  del	  secuestro	   intracitoplamático	  de	  β-­‐catenina,	  mediado	  por	  cadherina-­‐
E.,	  tiene	  como	  resultado,	  que	  la	  β-­‐catenina	  se	  localice	  en	  el	  núcleo	  y	  participe	  en	  la	  vía	  
de	   señalización	   de	   Wnt,	   activando	   su	   regulación	   transcripcional	   a	   través	   de	  
LEF/TCF4(lymphoid-­‐enhancer-­‐binding-­‐factor/T-­‐cell-­‐factor-­‐4)52.	   El	   acúmulo	   de	   β-­‐
catenina,	  en	  el	  núcleo	  se	  correlaciona	  con	   la	  susceptibilidad	  de	  EMT	  y	  de	  adquisición	  
de	  un	  fenotipo	  invasor.	  
Los	  factores	  SNAIL	  y	  ZEB	  se	  unen	  a	  las	  secuencias	  de	  consenso	  E-­‐box	  en	  la	  región	  del	  
promotor,	  mientras	  que	  KLF8	  se	  une	  al	  promotor	  a	  través	  de	  boxes	  GT.	  Estos	  EMT-­‐TF	  
no	  sólo	  inhiben	  directamente	  la	  cadherina-­‐E,	  sino	  que	  también	  inhiben	  la	  transcripción	  
de	  otras	  proteínas	  de	  adhesión,	  incluyendo	  claudinas	  y	  desmosomas,	  facilitando	  así	  la	  
EMT.	  	  
Por	  otro	  lado,	  durante	  la	  EMT,	  son	  regulados	  a	  la	  baja	  otros	  factores	  de	  transcripción	  	  
como	  grainyhead-­‐like	  protein	  2	  homologue	  (GRHL2),	  y	  ETS-­‐related	  transcription	  factors	  
ELF3	   y	   ELF5	   (que	   inducen	   la	   transición	   mesenquima-­‐epitelio	   o	   MET	   cuando	   se	  
sobreexpresan	   en	   células	   mesenquimales)56,	   57.	   Se	   ha	   demostrado	   que	   Ras-­‐MAPK	  
activa	  Snail	  y	  Slug.	  Slug	  desencadena	  la	  disrupción	  de	  los	  desmosomas,	  la	  diseminación	  
celular	  y	  la	  separación	  parcial	  entre	  uniones	  célula-­‐célula,	  es	  decir,	  la	  primera	  fase	  de	  
la	  EMT.	  Pero	  Slug	  no	  puede	  desencadenar	   la	  segunda	  fase58	  que	   incluye	   la	   inducción	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de	  la	  motilidad	  celular,	  la	  inhibición	  de	  la	  expresión	  de	  citoqueratina,	  y	  la	  activación	  de	  
la	   expresión	   de	   la	   Vimentina59.	   Se	   sabe	   que	   Snail	   y	   Slug	   regulan	   la	   expresión	   de	  
isoformas	  de	  otro	  factor	  de	  transcripción,	  p63,	  requerido	  para	  el	  correcto	  desarrollo	  de	  
estructuras	   epiteliales60.	   La	   expresión	   alterada	   de	   isoformas	   de	   p63	   reduciría	   la	  
adhesión	   célula-­‐célula,	   y	   aumentaría	   las	   propiedades	   migratorias	   de	   las	   células	  
tumorales.	  El	  factor	  p63	  estaría	  involucrado	  en	  la	  inhibición	  de	  EMT,	  y	  la	  reducción	  de	  
ciertas	   isoformas	   de	   p63	   puede	   ser	   importante	   en	   el	   desarrollo	   de	   carcinomas	  
epiteliales61.	   Algunas	   de	   estas	   isoformas	   se	   sabe	   que	   regulan	   la	   expresión	   de	  
citoqueratinas62	  .	  Recientemente,	  la	  activación	  del	  eje	  (PI3K)/AKT	  (phosphatidylinositol	  
3’kinase)	   está	   emergiendo	   como	   regulador	   de	   la	   EMT.	   También	   se	   ha	   implicado	   a	  
Hedgehog,	  factor	  nuclear	  kappaB	  y	  Activating	  Transcription	  Factor	  263,	   64,	   65.	  La	  vía	  de	  
señalización	   Wnt	   regula	   la	   EMT	   en	   la	   gastrulación,	   la	   formación	   de	   las	   válvulas	  
cardiacas,	  y	  en	  el	  cáncer66.	  La	  activación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  Wnt	  en	  el	  cáncer	  de	  
mama	   induce	  el	   regulador	  de	   EMT	  SNAIL,	   y	   regula	   al	   alza	   el	  marcador	  mesenquimal	  
vimentina.	  Además,	   la	  activación	  de	   la	  vía	  Wnt/β-­‐catenin	  se	  correlaciona	  con	  un	  mal	  
pronóstico	  en	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama.	  Igualmente,	  TGF-­‐β	  activa	  la	  expresión	  de	  
SNAIL	  y	  	  ZEB	  para	  regular	  la	  EMT	  en	  el	  desarrollo	  cardiaco,	  palatogénesis	  y	  cáncer.	  Las	  
metástasis	  óseas	  por	  cáncer	  de	  mama	  tienen	  la	  vía	  de	  señalización	  	  TGF-­‐β	  activada,	  lo	  
que	  contribuye	  a	  su	  aparición67.	   
Por	   otro	   lado,	   p53,	   un	   supresor	   tumoral	   bien	   conocido,	   inhibe	   la	   EMT	   activando	   la	  
expresión	   de	   varios	   microRNAs	   (miR-­‐200	   y	   miR-­‐34)	   que	   inhiben	   la	   producción	   de	  
proteína	  ZEB	  y	  SNAIL,	  manteniendo	  así	  el	  fenotipo	  epitelial68. 
Además	  de	  la	  disociación	  de	  las	  uniones	  intercelulares,	  las	  células	  que	  sufren	  una	  EMT	  
tienen	  que	  regular	  el	  contacto	  con	  la	  matriz	  extracelular	  (MEC)	  mediado	  por	  integrinas.	  
Existen	  muchas	   interferencias	   o	   puntos	   en	   común	   en	   las	   vías	   de	   señalización	   de	   las	  
integrinas	  y	   las	  vías	  de	   regulación	  de	   la	  EMT.	  Por	  ejemplo,	   la	  activación	  de	   la	  EMT	  a	  
través	  de	  TGFβ	  vía	  p38	  MAPK,	  depende	  de	  la	  señalización	  por	  β-­‐integrina69.	  En	  cambio,	  
la	   expresión	   de	   DAB2	   (disabled-­‐2),	   una	   molécula	   de	   adaptación	   que	   se	   une	   a	   β1-­‐
integrina,	   inducida	   por	   TGFβ,	   es	   requerida	   para	   la	   activación	  de	   la	   integrina,	   para	   la	  
formación	   de	   adhesiones	   focales,	   y	   la	   supervivencia	   celular	   durante	   la	   EMT70.	   Del	  
mismo	  modo,	  α	  2β	  integrina	  es	  requerida	  para	  el	  colágeno	  y	  para	  la	  EMT	  inducida	  por	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FGF-­‐171.	  Más	   recientemente	   se	   ha	   demostrado	   que	   la	   endocitosis	   de	   la	   cadherina-­‐E	  
activa	   la	   GTPasaRAp1,	   una	   proteína	   que	   regula	   la	   activación	   citoplasmática	   de	   las	  
integrinas,	  y	  que	  se	  requiere	  para	  la	  formación	  de	  adhesiones	  focales72.	  Por	  otro	  lado,	  
las	  integrinas	  pueden	  causar	  una	  regulación	  a	  la	  baja	  de	  cadherina-­‐E52.	  
	  
1.4.3.	  EMT	  en	  melanoma	  
	  
En	  el	  melanoma,	  la	  migración	  y	  la	  invasión	  parecen	  ser	  el	  resultado	  de	  una	  interacción	  
específica	  entre	   las	  células	   tumorales	  y	   las	  células	  estromales48,	   49,	  en	  asociación	  a	   la	  
expresión	  por	  parte	  de	  las	  células	  tumorales	  de	  una	  serie	  de	  moléculas	  implicadas	  en	  








Son	  difíciles	  de	  verificar	  in	  vivo	  por	  el	  carácter	  transitorio	  del	  proceso,	  pero	  los	  perfiles	  
de	   expresión	   identifican	   una	   firma	   molecular	   asociada	   al	   mismo,	   y	   el	   estudio	  
inmunohistoquímico	   confirma	   la	   expresión	   por	   parte	   de	   las	   células	   de	   al	   menos:	  
cadherina-­‐N,	  osteopontina,	  glypican	  3,	  osteonectina/SPARC	  y	  PKCα73.	  
Destaca	  la	  presencia	  de	  lo	  que	  se	  ha	  denominado	  “cambio	  de	  la	  clase	  de	  cadherina”	  
(“switch	   of	   Catherine	   class”):	   pérdida	   de	   cadherinas	   epiteliales	   (cadherina-­‐E)	   con	  
ganancia	   de	   cadherinas	   neurales	   (cadherina-­‐N).	   Las	   cadherinas	   son	   moléculas	   de	  
adhesión	   calcio-­‐dependientes,	   críticas	   para	   el	   desarrollo	   y	   mantenimiento	   de	   la	  
arquitectura	   epitelial.	   Como	   se	   describe	   en	   los	   modelos	   de	   carcinoma	   (este	   en	  
concreto	   es	   de	  mama),	   la	   Cadherina-­‐N	   es	   una	  molécula	   crucial	   en	   el	   evento	   EMT,	   y	  
actua	  como	  oncogén	  en	  muchos	  tumores	  promoviendo	  la	  invasión	  y	  la	  progresión74.	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En	   este	   estudio	   se	   asocia	   un	   aumento	   de	   cadherina-­‐N	   con	   una	   disminución	   de	  
cadherina	   1	   (cadherina-­‐E)	   como	   se	   ha	   visto	   en	  modelos	   celulares	   y	   en	   el	  melanoma	  
desmoplásico,	  confirmando	  su	  papel	  en	  en	  la	  progresión	  del	  MM,	  y	  por	  primera	  vez	  	  se	  
relaciona	  con	  la	  capacidad	  de	  diseminación	  metastásica73.	  
La	   vía	   PI3K/PTEN	   regula	   el	   cambio	   de	   cadherina-­‐E-­‐	   a	   Cadherina-­‐N	   en	  melanomas,	   a	  
través	   de	   una	   regulación	   al	   alza	   transcripcional	   de	   Snail	   y	   Twist75.	   Estos	   autores	  
demuestran	  que	  la	  pérdida	  o	  inactividad	  de	  PTEN	  se	  correlaciona	  con	  el	  cambio	  en	  el	  
fenotipo	   de	   cadherina	   durante	   la	   progresión	   del	   MM.	   Las	   células	   con	   PTEN	   nulo	   o	  
inactivo	   muestran	   niveles	   altos	   de	   PKB/AKT	   fosforilado	   (PKB-­‐Ser	   473-­‐P),	   niveles	  
indetectables	   de	   cadherina-­‐E	   y	   niveles	   altos	   de	   Cadherina-­‐N.	   La	   reintroducción	   de	  
PTEN,	   o	   el	   tratamiento	   con	   el	   inhibidor	   de	   PI3K	   Wortmannin,	   resultó	   en	   una	  
reexpresión	   de	   cadherina-­‐E	   y	   regulación	   	   a	   la	   baja	   de	   Cadherina-­‐N.	   Este	   cambio	   de	  
cadherina	   está	   regulado	   a	   nivel	   transcripcional	   por	   Twist	   y	   Snail,	   que	   a	   su	   vez	   están	  
regulados	  por	  la	  vía	  PI3K	  (phosphatidylinositol-­‐3-­‐kinase).	  
La	   osteonectina/SPARC	   (o	   BM40)	   es	   una	   glicoproteína	   secretada	   a	   la	   matriz	  
extracelular,	   relacionada	   con	   la	   migración	   celular,	   la	   invasión	   y	   la	   angiogénesis76.	  	  
Promueve	   la	   señalización	   antiapoptósica	   y	   la	   angiogénesis	   e	   induce	   	   a	   las	  
metaloproteinasas	   de	   la	   matriz	   (MMP)77.	   Parece	   que	   su	   expresión	   se	   adquiere	   en	  
estadios	  precoces	  de	   la	   invasión	  del	  MC,	  observándose	  en	  niveles	  moderados	  a	  altos	  
en	   el	  MC	   primario	   invasor	   y	   en	  metástasis,	   siendo	   nulo	   o	   bajo	   en	   los	   nevus,	   nevus	  
displásicos	   y	   MC	   in	   situ78.	   También	   se	   ha	   implicado	   en	   el	   cambio	   de	   fase	   radial	   a	  
vertical	  de	  los	  melanomas	  invasores79.	  
Las	   interacciones	  de	  la	  matriz	  extracelular	  están	  relacionadas	  con	  el	  evento	  de	  EMT.	  
Las	   integrinas	  son	  una	  familia	  de	  moléculas	  de	  adhesión	  de	   la	  superficie	  celular	   	  que	  
coordinan	  las	  interacciones	  célula-­‐célula	  y	  célula-­‐	  matriz.	  Se	  identifica	  una	  regulación	  al	  
alza	   de	   la	   integrina	   αV	   (ITGAV)	   como	   marcador	   de	   metástasis73,	   80.	   Están	   muy	  
relacionadas	   con	   la	   familia	   de	   las	   proteínas	   MMP,	   implicadas	   en	   la	   ruptura	   o	  
descomposición	   de	   la	   matriz	   extracelular	   en	   procesos	   fisiológicos	   y	   en	   la	   invasión	  
tumoral	  y	  metástasis.	  Se	  ha	  descrito	  MMP2	  (que	  degrada	  colágeno	  tipo	  IV)	  y	  ADAM	  9	  
(desintegrina	   y	  metaloproteinasa	   dominio	   9)	   en	   asocición	   con	   con	   la	   progresión	   del	  
melanoma	  cutáneo.	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ON/SPARC	   (Secreted	   protein	   acidic	   and	   Rich	   in	   cysteine),	   es	   una	   glicoproteína	   de	   la	  
matriz	   celular,	   regulada	   al	   alza	   durante	   el	   desarrollo,	   la	   reparación	   del	   tejido	   y	   la	  
remodelación.	   Interactúa	   con	   diferentes	   componentes	   de	   la	   matriz	   extracelular.	  
Además	   modula	   la	   actividad	   del	   factor	   de	   crecimiento	   y	   regula	   la	   expresión	   de	  
metaloproteinasa	  de	  la	  matriz.	  	  Se	  ha	  reportado	  que	  su	  sobreexpresión	  	  se	  asocia	  con	  
agresividad	   y	   alto	   potencial	   metastásico	   en	   diferentes	   cánceres	   en	   humanos:	  
melanoma,	  mama,	  pulmón,	  esófago,	  páncreas	  y	  vejiga81,	  82,	  83,	  84,	  85,	  86.	  En	  la	  mayoría	  de	  
los	  cánceres,	  SPARC	  se	  produce	  en	  las	  células	  estromales,	  como	  fibroblastos	  y	  células	  
endoteliales,	   más	   que	   en	   las	   propias	   células	   tumorales84,	   87,	   88	   a	   excepción	   de	   los	  
melanomas	  y	  los	  gliomas,	  donde	  la	  expresión	  de	  SPARC	  es	  muy	  alta81,	  89.	  Su	  silenciación	  
inhibe	  el	  crecimiento	  de	  células	  de	  melanoma,	  o	  inducción	  del	  arresto	  en	  G190.	  
	  
1.4.4.	  EMT	  y	  progresión	  tumoral	  
	  
La	  EMT	  favorece	  la	  invasión,	  paso	  previo	  necesario	  para	  	  poder	  dar	  metástasis	  a	  
distancia.	  Las	  células	  del	  carcinoma	  primario	  pierden	  su	  adhesión	  célula-­‐célula,	  
mediada	  por	  la	  represión	  de	  cadherina-­‐E,	  y	  se	  produce	  la	  disolución	  de	  la	  membrana	  
basal	  y,	  posteriormente,	  se	  produce	  la	  intravasación	  para	  llegar	  al	  torrente	  circulatorio.	  
Más	  tarde,	  estas	  células	  tumorales	  circulantes	  (CTCs)	  salen	  del	  torrente	  circulatorio	  
para	  formar	  micrometástasis,	  y	  tiene	  lugar	  una	  transición	  mesenquimal-­‐epitelial	  (MET)	  
y	  un	  crecimiento	  clonal	  en	  los	  puntos	  metastásicos.	  Así	  pues,	  EMT	  y	  MET	  forman	  el	  
inicio	  y	  desarrollo	  de	  la	  cascada	  de	  invasión-­‐metástasis91.	  
	  
1.4.5.	  EMT	  y	  células	  madre	  
	  
Las	   células	   que	   se	   transforman	   por	   el	   proceso	   de	   EMT	   son	   capaces	   de	  migrar	   y	   de	  
reestablecer	  a	  distancia	  tumores	  con	  las	  mismas	  características	  que	  el	  tumor	  primario	  
de	   donde	   derivan.	   Esto	   obliga	   a	   reconocer	   el	   concepto	   inverso	   de	   transición	  
mesenquimal-­‐epitelial92,	   y	   relaciona	   estrechamente	   este	   proceso	   al	   de	   las	   células	  
madre	   precursoras	   de	   cáncer93.	   Evidentemente,	   el	  microambiente	   local	   intervendría	  
en	   la	  regulación	  de	  este	  mecanismo94.	  Mani	  et	  al	   indujeron	  EMT	  en	  células	  humanas	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de	  epitelio	  mamario	  no	  tumorigénicas,	  utilizando	  los	  factores	  de	  transcripción	  Twist	  o	  
Snail.	   Las	   células	   adquirieron	   un	   fenotipo	   mesenquimal.	   Estudiaron	   las	   células	  
mediante	  citometría	  de	  flujo,	  y	  mostraron	  un	  patrón	  de	  expresión	  de	  superficie	  celular	  
similar	   al	   observado	   en	   células	   madre	   de	   cáncer	   de	   mama	   (CD44	   alto/CD24	   bajo).	  
Además	  demostraron	  que	   las	   células	  habían	  adquirido	  propiedades	  de	  célula	  madre,	  
con	  capacidad	  de	  autorrenovación	  y	  de	  producir	  múltiples	  estirpes	  celulares.,	  Además,	  
estas	   células	   CD44	   alto/CD24	   bajo	   expresaban	   un	   fenotipo	   mesenquimal	   y	   una	  
regulación	  al	  alta	  de	   los	  factores	  de	  transcripción	  de	   la	  EMT,	  poniendo	  de	  manifiesto	  
una	   relación	   directa	   entre	   la	   EMT	   y	   la	   adopción	   de	   propiedades	   de	   célula	   madre	  
cancerosa80.	  De	  igual	  manera,	  ZEB1	  es	  capaz	  de	  conferir	  propiedades	  de	  célula	  madre,	  
fortaleciendo	   pues	   la	   relación	   entre	   EMT	   y	   progenitores	   tumorales.	   Esta	   propiedad,	  
conferida	  por	  el	  fenómeno	  de	  EMT	  es	  doblemente	  peligrosa	  para	  el	  paciente,	  ya	  que	  
no	  sólo	  capacita	  a	  las	  células	  para	  entrar	  en	  el	  torrente	  circulatorio,	  sino	  que	  también	  
les	  confiere	  propiedades	  de	  células	  madre	  cancerosas	  con	  un	  potencial	  tumorigénico	  y	  
proliferativo	  aumentado95.	  
	  
1.4.6.	  EMT,	  células	  madre	  y	  resistencia	  a	  drogas	  
	  
La	   EMT	   también	   confiere	   resistencia	   a	   la	   senescencia	   prematura	   inducida	   por	  
oncogenes.	  Twist1	  and	  Twist2,	  así	   comoZEB1	  protegen	  a	   las	   células	  humanas	  y	  a	   los	  
fibroblastos	  de	  embriones	  de	  ratón	  de	   la	  senescencia.	  De	   forma	  similar,	  TGFβ	  puede	  
promover	   la	   invasión	   tumoral	   y	   la	   evasión	   de	   la	   respuesta	   inmune	   en	   estadios	  
avanzados.	  Cuando	  TGFβ	  actúa	  en	  células	  epiteliales	  mamarias	  activadas	  con	  expresión	  
de	  Ras,	  se	  favorece	  la	  EMT	  y	  se	  inhibe	  la	  apoptosis96.	  Este	  efecto	  puede	  revertirse	  por	  
inductores	  de	   la	  diferenciación	  epitelial,	   como	  GATA	  397.	  También	  se	  ha	   implicado	   la	  
EMT	   como	   mecanismo	   de	   adquisición	   de	   resistencia	   a	   drogas.	   La	   ganancia	   de	  
marcadores	   de	   EMT	   se	   asoció	   con	   la	   resistencia	   a	   paclitaxel	   en	   líneas	   celulares	   de	  
carcinoma	   de	   ovario.	   De	   igual	   manera,	   SNAIL	   confiere	   resistencia	   a	   paclitaxel,	  
adriamicina	  y	  a	  la	  radioterapia	  inhibiendo	  la	  apoptosis	  mediada	  por	  p5398.	  Además,	  la	  
inflamación,	   que	   se	   había	   asociado	   a	   la	   progresión	   tumoral	   y	   a	   la	   fibrosis,	   se	   ha	  
relacionado	   recientemente	  al	   cáncer	  mediante	   la	   activación	  de	   la	   EMT.	  Por	   tanto,	   la	  
EMT,	  no	  sólo	  facilita	  un	  fenotipo	  migratorio	  a	  las	  células	  tumorales,	  sino	  que	  también	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actúa	   en	   la	   inmunosupresión,	   resistencia	   a	   drogas,	   y	   evasión	   de	   la	   apoptosis	  
generando	  una	  respuesta	  alterada	  del	  huésped	  al	  tumor.	  	  
Como	  se	  ha	  comentado	  previamente,	  evidencias	  recientes	  sugieren	  que	  las	  células	  que	  
sufren	  una	  EMT	  obtienen	  propiedades	  de	  células	  madre,	  dando	   lugar	  a	  Cancer	  Stem	  
Cells	  (CSCs),	  que	  demuestran	  resistencia	  a	  la	  quimioterapia	  y	  a	  la	  radioterapia99.	  	  
1.5.	  CÉLULAS	  MADRE	  	  
1.5.1.	  Introducción	  
	  
La	  existencia	  de	  células	  madre	  precursoras	  del	  cáncer	  (CMC)	  en	  los	  melanomas	  es	  un	  
tema	  controvertido.	  
En	  1868	  el	  término	  “stammzelle”	  o	  célula	  madre	  fue	  propuesto	  por	  Ernst	  Haeckel,	  un	  
biólogo	   alemán,	   para	   referirse	   por	   un	   lado,	   a	   un	   organismo	   ancestral	   unicelular	   del	  
cual	   supuso	   que	   todos	   los	   organismos	   multicelulares	   evolucionaron,	   y	   por	   otro,	   el	  
huevo	  fertilizado	  del	  que	  derivan	  todas	  las	  células	  del	  organismo100.	  Tres	  décadas	  más	  
tarde,	   el	   biólogo	   americano	   Edmund	   B	  Wilson	   acuñó	   el	   término	   para	   referirse	   a	   la	  
célula	  madre	  indiferenciada	  de	  la	  línea	  germinal.	  Desde	  entonces	  se	  ha	  empleado	  para	  
describir	  una	  variedad	  de	  conceptos.	  Actualmente,	  se	  reconocen	  por	  lo	  menos	  cuatro	  
tipos	   de	   células	   madre:	   células	   madre	   embrionarias,	   células	   madre	   somáticas	   o	  
adultas,	  células	  madre	  obtenidas	  por	  ingeniería	  genética,	  y	  células	  madre	  precursoras	  
del	  cáncer	  (CMC).	  
De	   los	   cuatro	   tipos	   de	   células	   madre,	   las	   somáticas	   fueron	   las	   primeras	   en	   ser	  
identificadas	   en	   los	   años	   60101,	   y	   se	   consideran	   el	   prototipo	   de	   célula	   madre:	   se	  
caracterizan	  por	  su	  capacidad	  de	  autorrenovación	  y	  	  de	  diferenciación	  en	  una	  progenie	  
heterogénea,	   funcional	   y	   madura.	   Se	   describieron	   inicialmente	   en	   el	   tejido	  
hematopoyético,	   y	   más	   tarde,	   se	   hallaron	   células	   con	   las	   mismas	   características	   en	  
líneas	   mesodérmicas,	   ectodérmicas	   y	   endodérmicas.	   Por	   ejemplo,	   se	   encontraron	  
células	  madre	   epidérmicas	   en	   el	   estrato	   basal	   epidérmico	   y	   en	   el	   bulbo	   piloso102,	   y	  
progenitores	  de	  los	  melanocitos	  en	  la	  dermis103	  y	  folículos	  pilosos104.	  Se	  encargarían	  de	  
asegurar	  la	  renovación	  y	  reparación	  de	  los	  tejidos.	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  Tres	   décadas	   después,	   se	   aislaron	   las	   células	   madre	   embrionarias,	   murinas105	   y	  
humanas106.	   Se	   trata	   de	   células	   pluripotenciales	   del	   blastocisto,	   que	   dan	   lugar	   al	  
organismo	   completo.	   Poseen	   también	   las	   propiedades	   de	   autorrenovación	   y	  
proliferación,	   pero	   con	   mayor	   potencial	   de	   diferenciación	   que	   las	   células	   madre	  
somáticas.	   El	   avance	   en	   su	   investigación	   se	   encuentra	   dificultado	   por	   los	   problemas	  
éticos	   que	   derivan	   de	   la	   manipulación	   de	   embriones	   humanos.	   Por	   eso	   se	  
desarrollaron	  células	  madre	  por	  ingeniería	  genética,	  o	  células	  pluripotentes	  inducidas	  
(CPi),	  a	  partir	  de	  células	  somáticas.	  
	  
1.5.2.	  Células	  madre	  cancerosas	  (CMC)	  
	  
Se	  trata	  de	  células	  madre	  que	  se	  encuentran	  en	  una	  neoplasia,	  y	  que	  son	  responsables	  
no	   solo	   de	   su	   formación,	   sino	   también	   de	   su	   progresión107.	   También	   poseen	   la	  
capacidad	   de	   autorrenovación,	   produciendo	   nuevas	   células	   madre,	   y	   producen	   una	  
población	   de	   células	   heterogéneas	   que	   maduran	   y	   por	   lo	   tanto	   sucumben	   a	   la	  
apoptosis.	   La	   diferencia	   con	   las	   células	   madre	   somáticas,	   es	   que	   no	   responden	   a	  
estímulos	   fisiológicos,	  sino	  que	  suponen	  el	   inicio	  de	  una	   formación	  neoplásica.	  Se	  ha	  
postulado	  que	  estas	  CMC	  podrían	  derivar	  de	  las	  células	  madre	  somáticas	  sometidas	  a	  
mutaciones108.	  Pero	  no	  todas	  las	  células	  somáticas	  que	  sufren	  mutaciones	  dan	  lugar	  a	  
CMC,	   y	   no	   todas	   las	   CMC	   derivan	   necesariamente	   de	   células	  madre	   somáticas109.	   El	  
mecanismo	  por	  el	  cual	  aparecen	  no	  está	  esclarecido107.	  
Se	   identificaron	   inicialmente	   en	   el	   tejido	   hematopoyético:	   se	   demostró	   que	   	   sólo	  
algunos	  subgrupos	  de	  células	  tumorales	  en	  leucemia	  y	  mieloma	  múltiple	  eran	  capaces	  
de	  proliferar110,	  111,	  y	  se	  llamaron	  células	  madre	  leucémicas.	  En	  los	  años	  90	  se	  aislaron	  
células	  madre	  leucémicas	  en	  estudios	  de	  leucemia	  aguda	  mieloide	  (LAM)	  y	  se	  encontró	  
que	   tenían	   un	   fenotipo	   característico	   CD34+/CD38-­‐112,	   113.	   Esas	   células	   minoritarias	  
eran	   capaces	   por	   sí	   solas	   de	   inducir	   el	   desarrollo	   de	   LAM,	   y	   de	   reproducir	   la	  
heterogeneidad	   de	   las	   células	   tumorales	   una	   vez	   xenotransplantadas	   en	   ratones	  
inmunodeficientes.	  	  
Más	   tarde,	   se	   identificaron	   las	   células	   madre	   cancerosas	   en	   numerosos	   cánceres:	  
mama114,	  cerebro115,	  colon116,	  y	  melanoma	  cutáneo117.	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Tras	  estos	  descubrimientos,	  la	  teoría	  de	  las	  células	  madre	  cancerosas	  ganó	  importancia	  
frente	  al	  modelo	   tradicional	  de	  mutaciones	  acumuladas	  aleatorias	  y	   selección	  clonal,	  
aunque	  ambos	  procesos	  no	  tienen	  por	  qué	  ser	  excluyentes107.	  En	  un	  intento	  de	  unificar	  
criterios,	   la	   American	   Asociación	   for	   Cancer	   Research	   (AACR)	   en	   2006,	   definió	   las	  
células	   madre	   cancerosas	   como	   las	   células	   dentro	   de	   un	   tumor	   que	   poseen	   la	  
capacidad	  de	  autorrenovación	  y	  de	  regenerar	  la	  heterogeneidad	  de	  células	  tumorales	  
que	  conforman	  el	  tumor	  original110.	  
	  
1.5.3.	  Células	  madre	  de	  melanoma	  (CMM)	  
	  
La	  evidencia	  de	  la	  existencia	  de	  una	  subpoblación	  de	  células	  madre	  en	  el	  melanoma	  se	  
describió	   en	   2005	   a	   partir	   de	   células	   aisladas	   de	   metástasis	   por	   melanoma	   en	  
pacientes	  humanos	  y	  de	  líneas	  celulares	  establecidas118.	  Se	  destacó	  una	  subpoblación	  
de	   células	   de	   melanoma	   capaces	   de	   crecer	   en	   forma	   de	   esferas	   no	   adherentes	   en	  
medio	   de	   cultivo	   adecuado	   para	   las	   células	   madre	   embrionarias	   humanas	   (hESCs).	  
Mostraban	   un	   fenotipo	   con	   expresión	   de	   CD20	   en	   superficie	   (que	   normalmente	   se	  
expresa	  en	   linfocitos	  B	  maduros).	  Se	  vio	  que	  eran	  capaces	  de	  generar	  nuevas	  células	  
idénticas,	   y	   de	   diferenciarse	   en	   líneas	   melanocíticas,	   adipocíticas,	   osteocíticas	   y	  
condrocíticas.	   Además,	   en	   xenotransplantes	   en	   ratones	   inmunodeprimidos	   (SCID)	  
mostraron	  una	  mayor	  capacidad	  tumorigénica	  comparado	  con	   las	  células	  adherentes	  
que	  no	  formaban	  esferas.	  
En	   2006,	   se	   describió	   la	   existencia	   de	   células	   CD166	   y	   CD133	   positivas	   en	   los	  
melanomas119.	   Se	   empleó	   el	   marcador	   CD133,	   descrito	   como	   marcador	   de	   célula	  
madre	  en	  cáncer	  cerebral120,	  y	  de	  colon121,	  para	  aislar	  una	  subpoblación	  de	  células	  de	  
melanoma	   de	   muestras	   biópsicas	   de	   pacientes122.	   Se	   demostró	   un	   mayor	   potencial	  
tumorigénico	   tras	   xenotransplante	  en	   ratones	  NOD/SCID	  de	   la	   subpoblación	  CD133+	  
frente	   a	   la	   CD133-­‐.	   De	   igual	  modo,	   en	   una	   línea	   celular	   establecida,	   se	   hallaron	   los	  
mismos	  	  resultados.	  El	  marcador	  CD133	  se	  coexpresaba	  con	  ABCG2,	  un	  miembro	  de	  la	  
familia	   ABC	   (transportador	   de	   cassette	   de	   unión	   a	   ATP).	   También	   se	   estableció	   una	  
correlación	  positiva	  entre	   la	  expresión	   inmunohistoquímica	  de	  CD133	  y	   la	  progresión	  
tumoral,	   en	   un	   estudio	   realizado	   en	   matrices	   tisulares119.	   Estos	   hallazgos	   se	   vieron	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apoyados	  en	  otro	  estudio	  que	  mostró	  que	  la	  regulación	  a	  la	  baja	  de	  CD133	  in	  vitro	  e	  in	  
vivo	  resultaba	  en	  un	  crecimiento	  más	  lento	  y	  disminución	  de	  la	  capacidad	  metastásica.	  
Más	   recientemente,	   se	   ha	   relacionado	   a	   las	   subpoblaciones	   CD133+	   con	   una	  mayor	  
tumorigenicidad	   a	   través	   de	   la	   “imitación	   vasculogénica”	   123.	   Las	   subpoblaciones	   de	  
células	   CD133+	   y	   ABCB5+	   están	   colocalizadas	   en	   los	   melanomas	   en	   nichos	  
perivasculares	   con	   células	   de	   melanoma	   CD144+	   que	   forman	   canales	  
pseudovasculares,	  fenómeno	  denominado	  imitación	  vasculogénica.	  Paralelamente,	  se	  
realizaron	   	   estudios	   de	   fusión	   celular,	   y	   en	   2003,	   buscando	   demostrar	   que	   ABCB5	  
podría	  tener	  un	  papel	  fundamental	  en	  la	  fusión	  de	  células	  progenitoras,	  se	  descubrió	  
que	  ABCB5	  marcaba	  los	  progenitores	  melanocíticos	  CD133+,	  además	  de	  determinar	  la	  
propensión	  a	  la	  fusión124.	  Además,	  otros	  investigadores	  descubrieron	  la	  mediación	  de	  
ABCB5	   en	   los	   fenómenos	   de	   resistencia	   a	   tratamiento,	   identificándolo	   como	  
transportador	   de	   drogas,	   y	   por	   lo	   tanto,	   como	   un	   marcador	   molecular	   de	   una	  
subpoblación	   de	   células	   quimiorresistentes	   con	   fenotipo	   de	   célula	   madre125.	  
Definitivamente,	   ABCB5	   se	   estableció	   como	   biomarcador	   de	   célula	   madre	   de	  
melanoma	   en	   un	   estudio	   publicado	   en	   2008117.	   Se	   estudiaron	   xenotransplantes	   en	  
ratones	   NOD/SCID	   de	   subpoblaciones	   de	   células	   de	   melanoma	   humano	   aisladas	   en	  
función	  de	  la	  expresión	  de	  ABCB5.	  Se	  demostró	  que	  las	  células	  de	  melanoma	  ABCB5	  +	  
eran	   más	   tumorigénicas,	   y	   además	   capaces	   de	   autorrenovarse	   y	   de	   generar	   una	  
población	   tumoral	   heterogénea,	   en	   contraste	   con	   las	   células	   ABCB5-­‐,	   capaces	   de	  
generar	   únicamente	   células	   ABCB5-­‐.	   Además,	   para	   correlacionar	   la	   expresión	   de	  
ABCB5	   con	   la	   progresión	   tumoral,	   se	   estudió	   la	   expresión	   inmunohistoquímica	   de	  
ABCB5	   en	   matrices	   tisulares.	   Observaron	   una	   mayor	   expresión	   de	   ABCB5	   en	  
melanomas	  primarios	  comparado	  con	  los	  nevus,	  en	  melanomas	  primarios	  gruesos	  en	  
comparación	   con	   los	   delgados,	   y	   en	   metástasis	   ganglionares	   comparado	   con	  
melanomas	   primarios,	   concluyendo	   que	   ABCB5	   podría	   ser	   un	   biomarcador	   de	  
progresión	   tumoral.	   Otros	   estudios	   posteriores	   han	   apoyado	   este	   hallazgo126,	   127.	   El	  
primero	   describe	   una	   expresión	   de	   ABCB5	   creciente	   en	   la	   progresión	   de	   nevus	   a	  
melanoma,	  y	  el	  segundo,	  un	  aumento	  exponencial	  de	  expresión	  de	  ARN	  mensajero	  en	  
melanomas	  más	  agresivos.	  Además,	  se	  ha	  descrito	  una	  disminución	  de	  la	  expresión	  de	  
ABCB5	  en	  las	  células	  de	  melanoma	  con	  inducción	  de	  la	  diferenciación	  terminal128.	  De	  
estos	  estudios	  podría	  deducirse	  que	  la	  eliminación	  selectiva	  de	  la	  subpoblación	  de	  las	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células	   ABCB5+	   en	   un	   tumor	   primario	   podría	   inhibir	   el	   crecimiento	   tumoral.	   La	  
administración	   sistémica	   de	   anticuerpos	   monoclonales	   anti-­‐ABCB5	   en	   ratones	   nude	  
xenotransplantados	   retrasó	   el	   inicio	   y	   el	   crecimiento	   tumoral,	   y	   enlenteció	   la	  
progresión	   de	   tumores	   establecidos,	   a	   través	   de	   una	   activación	   de	   la	   citotoxicidad	  
mediada	  por	  células,	  dependiente	  de	  anticuerpos,	  contra	  las	  células	  de	  melanoma	  con	  
el	   antígeno	   ABCB5104.	   Este	   estudio	   demostró	   pues	   sus	   posibles	   implicaciones	  
terapéuticas.	  
El	  antígeno	  CD34	  es	  una	  proteína	  codificada	  por	  un	  gen	  localizado	  en	  el	  cromosoma	  1q	  
que	   se	   expresa	   en	   la	   superficie	   de	   la	   células	   madre	   hematopoyéticas	   en	   la	   médula	  
ósea.	  También	  se	  encuentra	  en	  tumores	  vasculares	  y	  de	  células	   fusiformes,	  así	  como	  
en	   tumores	   de	   origen	   neural	   y	   con	   diferenciación	   fibrocítica,	   incluyendo	   el	  
dermatofibrosarcoma	   protuberans,	   el	   tumor	   fibroso	   solitario	   y	   los	   fibromas	  
pleomórficos129,	   130,	   131.	  Se	  han	  descrito	  algunos	  casos	  en	   la	   literatura	  de	  melanomas,	  
primarios	   y	   metastásicos,	   con	   inmunofenotipo	   CD34	   positivo,	   definido	   como	  
aberrante132,	   133,	   sin	   que	   se	   haya	   establecido	   claramente	   un	   valor	   pronóstico	   al	  
respecto.	  
	  
1.5.4.	  Controversias	  con	  respecto	  a	  las	  CMM	  
	  
Al	  describirse	  ABCB5	  como	  marcador	  de	  célula	  madre,	  se	  presentaron	  resultados	  que	  
sugerían	   que	   las	   células	  madre	   iniciadoras	   de	  melanoma	   no	   serían	   tan	   infrecuentes	  
como	   se	   tenía	  pensado,	   y	  que	   las	   células	   tumorales	  diferentes	  de	   las	   células	  madre,	  
podrían	   ser	   también	   tumorigénicas134.	   Demostraron	   que	   si	   inyectaban	   células	   de	  
melanoma	  en	  Matrigel,	  en	  ratones	  nude	  NOD/SCID	  sin	  cadena	  gamma	  del	  receptor	  de	  
la	   interleukina-­‐2	   (Il2rg-­‐/-­‐),	   una	   proporción	   de	   1	   de	   cada	   9	   células	   de	  melanoma	   era	  
capaz	  de	  formar	  tumores,	  y	  que	  las	  células	  tumorigénicas	  no	  presentaban	  relación	  con	  
la	   expresión	   de	   CD133,	   y	   eran	   fenotípicamente	   heterogéneas.	  Más	   tarde,	   el	   mismo	  
equipo	  de	  invetigación,	  utilizando	  métodos	  similares135,	  demostró	  que	  ninguno	  de	  los	  
múltiples	   marcadores	   de	   superficie	   estudiados,	   incluido	   ABCB5	   y	   CD271,	   permitía	  
distinguir	   las	   células	   de	   melanoma	   tumorigénicas	   de	   las	   no	   tumorigénicas,	   y	   los	  
marcadores	   de	   superficie	   parecían	   expresarse	   de	   manera	   reversible	   en	   las	   células	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tumorigénicas.	  Además,	  apoyaban	   los	   resultados	  previos,	  describiendo	  hasta	  28%	  de	  
células	   tumorigénicas,	   todas	   ellas	   capaces	   de	   una	   proliferación	   ilimitada.	   Estos	  
hallazgos	   cuestionan	   que	   el	   melanoma	   cutáneo	   siga	   el	   modelo	   clásico	   de	  
tumorogénesis	  a	  partir	  de	  células	  precursoras	  del	  cáncer.	  
	  
1.6.	  JUSTIFICACIÓN	  DE	  LA	  TESIS	  
	  
Establecer	  y	  comprender	  las	  bases	  moleculares	  que	  confieren	  a	  las	  células	  tumorales	  la	  
capacidad	   de	   diseminación	   neoplásica	   es	   esencial	   para	   poder	   predecir	   el	   potencial	  
comportamiento	  metastásico	  de	   los	   tumores	  humanos,	  en	  este	  caso	  del	   	  melanoma,	  
ofreciendo	   la	   posibilidad	   de	   actuaciones	   terapéuticas	   precoces	   que	   prevengan	   la	  
extensión	  de	  la	  enfermedad,	  dados	  los	  resultados	  poco	  esperanzadores	  que	  ofrece	  el	  
tratamiento	   en	   fases	   avanzadas.	   En	   este	   sentido,	   se	   ha	   implicado	   a	   la	   expresión	   de	  





-­‐Los	  factores	  de	  transición	  epitelio-­‐mesenquimal	  estarían	  implicados	  en	  la	  progresión	  
tumoral	  del	  melanoma	  cutáneo,	  y	  podrían	  constituir	  marcadores	  evolutivos	  o	  factores	  
predictivos	  de	  la	  misma.	  	  
	  
-­‐Las	   células	   madre	   cancerosas	   estarían	   implicadas	   en	   la	   progresión	   tumoral	   del	  
melanoma,	  y	  su	  estudio	  podría	  constituir	  un	  marcador	  evolutivo	  de	   la	  enfermedad	  o	  
aportar	  un	  valor	  pronóstico	  a	  la	  misma.	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-­‐Estudiar	   la	   asociación	   de	   los	   marcadores	   de	   transición	   epitelio-­‐mesenquimal	  
(Cadherina-­‐N,	   osteonectina/SPARC,	   Osteopontina,	   fibronectina,	   Twist,	   Snail)	   y	   de	  
marcadores	   de	   célula	   madre	   cancerosa	   (ABC-­‐B1,	   ABC-­‐G2,	   CD133,	   ABC-­‐B5)	   con	  
marcadores	  pronósticos	  clásicos	  (índice	  de	  Breslow,	  índice	  mitósico,	  ulceración).	  
	  
-­‐Estudiar	   la	   asociación	   de	   los	   marcadores	   de	   transición	   epitelio-­‐mesenquimal	  
(Cadherina-­‐N,	   osteonectina/SPARC,	   Osteopontina,	   fibronectina,	   Twist,	   Snail)	   y	   de	  
marcadores	   de	   célula	   madre	   cancerosa	   (ABC-­‐B1,	   ABC-­‐G2,	   CD133,	   ABC-­‐B5)	   	   con	   la	  
progresión	  tumoral	  
	  
-­‐Estudiar	   la	   asociación	   de	   los	   marcadores	   de	   transición	   epitelio-­‐mesenquimal	  
(Cadherina-­‐N,	   osteonectina/SPARC,	   Osteopontina,	   fibronectina,	   Twist,	   Snail)	   y	   de	  
marcadores	   de	   célula	   madre	   cancerosa	   (ABC-­‐B1,	   ABC-­‐G2,	   CD133,	   ABC-­‐B5)	   con	   el	  
desarrollo	  de	  metástasis	  a	  distancia.	  
	  
-­‐Estudiar	   la	   asociación	   de	   los	   marcadores	   de	   transición	   epitelio-­‐mesenquimal	  
(Cadherina-­‐N,	   osteonectina/SPARC,	   osteopontina,	   fibronectina,	   twist,	   snail)	   y	   de	  
marcadores	  de	  célula	  madre	  (ABC-­‐B1,	  ABC-­‐G2,	  CD133,	  ABC-­‐B5)	  con	  el	  tiempo	  libre	  de	  
enfermedad	  y	  con	  la	  supervivencia.	  	  
	  
-­‐Estudiar	   la	   correlación	   entre	   los	   hallazgos	   de	   expresión	   por	   RT-­‐PCR	   y	   la	   expresión	  
proteica	   por	   inmunohistoquímica	   para	   los	   diferentes	   marcadores	   de	   transición	  
epitelio-­‐mesenquimal	   (cadherina-­‐N,	   osteonectina/SPARC,	   osteopontina,	   fibronectina,	  
twist,	  snail)	  y	  de	  marcadores	  de	  célula	  madre	  cancerosa	  (ABC-­‐B1,	  ABC-­‐G2,	  CD133,	  ABC-­‐
B5)	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-­‐Realizar	   un	   análisis	   estadístico	   de	   todas	   las	   variables	   para	   intentar	   definir	   nuevos	  	  





-­‐Estudiar	   los	   perfiles	   de	   expresión	   de	   factores	   de	   transición	   epitelio-­‐mesenquimal	  
(cadherina-­‐N,	   osteonectina/SPARC,	   osteopontina,	   fibronectina,	   Twist,	   Snail)	   y	   de	  
marcadores	   de	   célula	   madre	   cancerosa	   (ABC-­‐B1,	   ABC-­‐G2,	   CD133,	   ABC-­‐B5)	   en	  
diferentes	  líneas	  celulares	  de	  melanoma.	  	  
	  
-­‐Seleccionar	  subpoblaciones	  celulares	  de	  melanoma	  humano	  con	  presencia	  o	  ausencia	  
de	  marcadores	  de	  célula	  madre	  cancerosas	  a	  partir	  de	  líneas	  celulares	  de	  melanoma	  y	  
suspensiones	  celulares	  obtenidas	  a	  partir	  de	  muestras	  humanas.	  
	  
-­‐Estudiar	   las	  diferencias	  de	  tumorigenicidad,	  en	  ratones	  inmunodeficientes,	  mediante	  
inyecciones	   subcutáneas	   e	   intravenosas	   de	   células	   de	   melanoma	   humano	  
seleccionadas	  a	  partir	  de	   líneas	  celulares	  con	  presencia	  o	  ausencia	  de	  marcadores	  de	  
células	  madre	  con	  el	  objeto	  de	  comprobar	  si	  existen	  diferencias.	  
	  
-­‐El	   estudio	   de	   las	   posibles	   modificaciones	   de	   la	   expresión	   de	   marcadores	   de	   célula	  
madre	  cancerosa	  y	  de	  marcadores	  de	  transición	  epitelio-­‐mesénquimal	  en	  los	  tumores	  
obtenidos	   por	   xenotransplante	   mediante	   inoculación	   en	   ratones	   inmunodeficientes.
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Este	  trabajo	  de	  tesis	  consta	  de	  un	  estudio	  descriptivo,	  retrospectivo	  y	  prospectivo,	  en	  
el	   que	   se	   han	   revisado	   diversas	   características	   clínicas,	   histopatológicas,	  
inmunohistoquímicas	  y	  moleculares,	  en	  una	  serie	  de	  muestras	  humanas	  de	  melanoma	  
en	  diferentes	  estadios	  evolutivos,	  y	  de	  una	  parte	  experimental	  con	   líneas	  celulares	  y	  
tumores	  xenotransplantados	  en	  ratones	  nude	  nu/nu.	  
2.1.	  Estudio	  clínico-­‐patológico	  
A-­‐Pacientes	  	  
A-­‐1.	  Selección	  de	  muestras	  
	  
Se	   seleccionaron	   una	   serie	   de	   pacientes	   con	   diagnóstico	   de	   melanoma	   cutáneo	  
localizado	   (estadios	   I	   y	   II),	   con	   extensión	   loco-­‐regional	   (estadio	   III),	   o	   metástasis	   a	  
distancia	   (estadio	   IV),	   intervenidos	   en	   el	   Hospital	   Clínico	   Universitario	   de	   Valencia	   y	  
cuyas	  muestras	  tumorales	  habían	  sido	  recibidas	  en	  el	  Servicio	  de	  Anatomía	  Patológica	  
durante	   los	   años	   2002-­‐2013.	   Fue	   requisito	   indispensable	   en	   todos	   los	   casos	   el	  
consentimiento	  informado	  del	  paciente	  para	  su	  inclusión	  en	  el	  estudio.	  
Se	   incluyeron	   un	   total	   de	   132	   muestras	   tumorales,	   de	   las	   cuales:	   70	   melanomas	  
primarios	   y	   62	   metástasis	   de	   melanoma:	   18	   en	   tránsito,	   27	   en	   ganglios	   linfáticos	  
regionales,	   y	   17	   metástasis	   a	   distancia	   (pulmonares,	   	   cerebral,	   	   hepática,	   	   pleural,	  	  
ósea,	   	   cutáneas).	   Los	   melanomas	   primarios	   fueron	   subdivididos,	   de	   acuerdo	   con	   el	  
actual	   sistema	  de	   estadiaje	   del	   AJCC,	   en	   delgados	   (≤1mm)	   (n=31)	   y	   gruesos	   (>1mm)	  
(n=39)	  (Tablas	  1).	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Tabla	  1.	  Muestras	  estudiadas	  en	  este	  trabajo	  
Muestras	  (n=144)	   Nº	  de	  casos	  
Melanomas	  primarios	  
	  	  	  Delgados	  




Metástasis	  en	  tránsito	   18	  
Metástasis	  ganglionares	   27	  
Metástasis	  a	  distancia	  
	  	  	  Pulmonar	  
	  	  	  Cutánea	  a	  distancia	  
	  	  	  Pleural	  
	  	  	  Subcutánea	  
	  	  	  Cerebral	  
	  	  	  Hepática	  











Se	   realizaron	   sobre	   las	   muestras	   tumorales	   (2	   secciones	   adyacentes	   de	   1-­‐2	   mm	   de	  
espesor),	  congeladas	  en	  isopentano	  enfriado	  en	  nitrógeno	  líquido,	  y	  almacenadas	  a	  –
70ºC	  hasta	  el	  momento	  de	  su	  utilización.	  Una	  muestra	  de	  cada	  tumor	  se	  utilizó	  para	  
extracción	  de	  ARN	  (técnica	  de	  TRIzol),	  la	  obtención	  de	  ADNc	  por	  RT-­‐PCR,	  y	  la	  posterior	  
cuantificación	  de	  los	  niveles	  de	  expresión	  por	  PCR	  cuantitativa	  (en	  tiempo	  real).	  	  
El	  resto	  del	  material	  se	  incluyó	  en	  formaldheído	  al	  10%	  que	  se	  procesó	  en	  alcoholes	  a	  
concentraciones	   crecientes	   y	   xiloles	   para	   su	   inclusión	   en	   bloques	   de	   parafina.	   Se	  
realizaron	   secciones	   de	   3	   micrómetros,	   y	   se	   fijaron	   en	   un	   portaobjetos	   con	   Poly-­‐L-­‐
Lysina.	   Se	   realizó	   una	   tinción	   con	   hematoxilina-­‐eosina,	   de	   acuerdo	   al	   protocolo	  
estándar	  adjunto.	  
	  
Tinción	  con	  hematoxilina-­‐eosina:	  
1-­‐Se	  incubaron	  las	  muestras	  a	  60ºC	  antes	  de	  desparafinar,	  20	  minutos.	  
2-­‐Se	  desparafinaron	  las	  muestras	  en	  xilol	  durante	  5	  minutos.	  
3-­‐Se	  hidrataron	  las	  muestras	  con	  pases	  por	  etanol	  a	  concentraciones	  decrecientes.	  
4-­‐Se	  realizó	  la	  tinción	  nuclear	  con	  hematoxilina	  durante	  5	  minutos.	  
5-­‐se	  enjuagó	  con	  agua	  destilada	  durante	  2	  minutos	  
6-­‐Se	   sumergieron	   las	   muestras	   en	   ácido	   clorhídrico	   al	   0,5%	   para	   decolorar	   (1	   pase	  
rápido).	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7-­‐Se	   lavaron	   con	   agua	   corriente,	   posteriormente	   con	   hidróxido	   de	   amonio,	   y	  
nuevamente	  un	  lavado	  con	  agua	  corriente..	  
8-­‐Para	   la	   tinción	   citoplasmática	   se	   sumergieron	   las	   muertas	   en	   eosina	   durante	   4	  
minutos,	  y	  se	  lavaron	  con	  agua	  corriente.	  
9-­‐Se	  deshidrataron	  las	  muestras	  con	  pases	  de	  etanol	  a	  concentraciones	  crecientes.	  
10-­‐Se	  aclararon	  con	  xilol	  durante	  1	  minuto.	  
11-­‐Finalmente	   se	  montaron	   con	   Entallan®	   (medio	   de	   inclusión	   para	  microscopía	   de	  
Merck)	  y	  un	  cubreobjetos.	  
	  
	  
A-­‐2.	  Variables	  estudiadas	  	  
	  
Se	  realizó	  un	  seguimiento	  clínico	  de	  todos	  los	  pacientes	  con	  melanoma	  primario,	  hasta	  
julio	   de	  2014,	   con	  un	   seguimiento	  mínimo	  de	  278	  días,	   y	   se	   registró	   la	   aparición	  de	  
metástasis,	   en	   tránsito,	   ganglionares	   y	   a	   distancia,	   así	   como	   el	   momento	   de	   su	  
aparición	  y	   la	   localización.	  Del	  mismo	  modo,	  se	  registraron	   las	   fechas	  de	  deceso	  y	  su	  
causa,	  excluyendo	  del	  estudio	  de	  evolución	  clínica	  dos	  pacientes	  cuyo	  seguimiento	  no	  
pudo	  realizarse.	  Además	  se	  recogieron	  una	  serie	  de	  parámetros	  clínicos	  e	  histológicos	  
el	  momento	  del	  diagnóstico:	  	  
Las	  variables	  clínicas	  estudiadas	  fueron	  :	  
-­‐sexo	  (femenino	  o	  masculino)	  
-­‐edad	  del	  paciente:	  expresada	  en	  años	  en	  el	  momento	  del	  diagnóstico	  
-­‐localización	  de	  la	  lesión	  (0=extremidades,	  1=tronco,	  2=cabeza	  y	  cuello)	  
-­‐	  las	  variables	  histológicas	  estudiadas	  fueron:	  
-­‐tipo	   histológico	   (melanoma	   de	   extensión	   superficial=1,	   melanoma	   sobre	  
lentigo	  maligno=2,	  melanoma	  lentiginoso	  acral=3,	  melanoma	  nodular=4)	  
-­‐invasión	  (no=0,	  sí=1)	  
-­‐ulceración	  (no=0,	  sí=1)	  
-­‐mitosis	  
-­‐fase	  (radial=0,	  vertical	  =1)	  
-­‐índice	  de	  Breslow	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-­‐nivel	  de	  Clark	  
-­‐TNM	  	  
-­‐estadio	  
-­‐asociación	  con	  otra	  lesión	  melánica	  (no=0,	  sí=1)	  
-­‐infiltrado	  inflamatorio	  (ausente=0,	  discontinuo=1,	  continuo=2)	  
-­‐invasión	  linfovascular	  (ausente=0,	  presente=1)	  
	  
B.-­‐Construcción	  de	  matrices	  tisulares	  (TMA)	  
	  
Recogida	  de	  bloques	  y	  preparaciones:	  Se	  escogieron	  los	  bloques	  más	  representativos	  
de	  cada	  lesión	  incluida	  en	  el	  estudio.	  
Selección	  del	  área	  a	  incluir	  en	  la	  matriz:	  Tras	  revisar	  las	  laminillas	  teñidas	  con	  métodos	  
convencionales	   (hematoxilina-­‐eosina)	   correspondientes	   a	   los	   bloques	   seleccionados,	  
se	   marcaron	   con	   un	   rotulador	   indeleble	   las	   3	   áreas	   más	   representativas	   de	   cada	  
muestra.	  A	   continuación	   se	  enfrentó	   cada	  portaobjetos	  a	   su	  bloque	   correspondiene,	  
con	  el	  fin	  de	  marcar	  el	  área	  señalada	  en	  el	  mismo.	  
Diseño	  de	  la	  matriz:	  Se	  diseñaron	  9	  matrices	  tisulares	  de	  filas	  y	  columnas,	  constituidas	  
por	   entre	   5	   y	   8	   filas,	   y	   entre	   6	   y	   10	   columnas.	   Cada	  matriz	   contenía	   entre	   21	   y	   46	  
cilindros	  tumorales,	  y	  3	  controles	  externos	  de	  piel	  y	  órganos	  sanos.	  Se	  confeccionaron	  
9	  plantillas	  cuadriculadas	  para	  identificar	  la	  posición	  exacta	  de	  cada	  muestra,	  dispuesta	  
en	  la	  matriz	  en	  el	  mismo	  orden.	  
Construcción	   de	   la	  matriz:	   Para	   confeccionar	   los	   bloques	   con	   las	   TMA	   se	   empleó	   el	  
aparato	   MTA-­‐1	   (Manual	   Tissue	   Arrayer,	   Beecher	   Instriments,	   Inc.,	   Sun	   Prairie,	   WI,	  
USA).	  Este	  dispositivo	  consiste	  en	  un	  sitema	  manual	  de	  extracción	  y	  posterior	  inserción	  
de	   cilindros	   de	   tejido	   parafinados,	   que	   permite	   agrupar	   numerosas	  muestras	   en	   un	  
único	  bloque,	  y	  así	  optimizar	   los	  recursos	  y	  estandarizar	   las	  condiciones	  al	  aplicar	   las	  
tinciones	  inmunohistoquímicas.	  
Los	  bloques	  con	  las	  TMA	  se	  construyeron	  de	  la	  siguiente	  manera	  (Fig.3):	  
• En	  primer	  lugar,	  se	  desvastó	  ligeramente	  la	  parafina	  con	  el	  microtomo,	  con	  la	  
finalidad	  de	  que	  todos	   los	  cilindros	  tuvieran	  el	  mismo	  ángulo.	  Posteriormente	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se	  colocó	  y	  se	  fijó	  el	  bloque	  receptor	  en	  la	  base	  del	   instrumento,	  y	  se	  situó	  el	  
tejido	  que	  sirve	  como	  testigo	  de	  acuerdo	  a	  la	  ubicación	  de	  la	  plantilla.	  
• Para	  confeccionar	  los	  bloques	  se	  usaron	  agujas	  de	  1mm	  de	  diámetro,	  una	  para	  
crear	  una	  matriz	  regular	  de	  agujeros	  en	  el	  bloque	  de	  parafina	  receptor,	  y	  otras	  
para	   extraer	   los	   fragmentos	   tisulares	   de	   las	   áreas	   previamente	   seleccionadas	  
en	   los	   bloques	   de	   tejido	   donantes.	   Se	   situó	   a	   la	   izquierda	   la	   que	   extrae	   el	  
cilindro	  del	  tejido	  del	  bloque	  donante,	  y	  a	   la	  derecha	  la	  que	  realiza	  el	  agujero	  
en	  el	  bloque	  receptor.	  
• Se	   ajustaron	   a	   cero	   los	   micrómetros	   que	   marcan	   la	   alineación	   de	   las	   filas	   y	  
columnas	  de	  los	  cilindros.	  
• Se	  realizó	  el	  agujero	  en	  el	  bloque	  receptor,	  rotando	  el	  émbolo	  de	  la	  aguja	  para	  
profundizar	  unos	  3	  mm.	  
• Se	   colocó	   el	   bloque	   con	   el	   tejido	   donante	   sobre	   el	   puente	   del	   aparato,	   se	  
cambió	  la	  guja,	  y	  se	  extrajo	  el	  tejido	  tumoral	  marcado	  previamente.	  
• Se	  retiró	  el	  puente	  con	  el	  bloque	  donante	  y	  se	  colocó	  el	  cilindro	  de	  tejido	  sobre	  
el	  agujero	  hecho	  en	  la	  parafina	  del	  bloque	  receptor,	  pero	  sin	  hundirlo.	  
• Se	   colocó	   encima	   un	   portaobjetos	   para	   alisar	   la	   superficie	   del	   cilindro	   y	  
nivelarla	  con	  la	  parafina.	  
• Se	   cambió	   la	   medida	   del	   micrómetro	   a	   la	   posición	   siguiente	   para	   realizar	   el	  
agujero	   con	   la	   respectiva	   aguja,	   realizándose	   desplazamientos	   laterales	   de	   2	  
mm	  cada	  vez.	  
• Se	  repitió	  el	  mismo	  proceso	  de	  forma	  sucesiva	  hasta	  completar	  todos	  los	  casos.	  
• Como	  ya	  se	  ha	  mencionado,	  de	  cada	  caso	  se	  tomaron	  3	  cilindros	  de	  muestra,	  
de	  las	  áreas	  más	  representativas	  del	  tumor.	  
	  
Conservación	   de	   la	  matriz:	   Una	   vez	   construidas	   estas	   TMA,	   se	   introdujeron	   en	   una	  
estufa	  a	  37ºC	  durante	  12	  horas	  para	  llevar	  a	  cabo	  la	  homogeneización	  y	  consolidación	  
de	   las	   mismas,	   al	   mezclarse	   la	   parafina	   de	   los	   cilindros	   de	   tejido	   tumoral	   con	   la	  
parafina	  del	  bloque	  receptor.	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Posteriormente,	   se	   realizaron	   un	  mínimo	   de	   12	   secciones	   de	   2	  micras	   de	   grosor	   de	  
cada	   matriz	   tisular,	   que	   se	   fijaron	   en	   un	   portaobjetos	   con	   polilisina	   de	   Dako	   (ref.	  
K.820),	   y	   se	   procesaron	   para	   los	   diferentes	   estudios	   inmunohistoquímicos.	   Se	  
almacenaron	  todas	  las	  muestras	  protegidas	  con	  una	  capa	  de	  parafina	  líquida.	  
Figura	   3.	   A.	   Imagen	   del	   aparato	   	   MTA-­‐1,	   empleado	   para	   la	   confección	   de	   las	   matrices	  
tisulares.	  B.	  Ejemplo	  de	  laminillas	  con	  cortes	  de	  los	  TMA	  obtenidos	  
	  
	  
C.-­‐Protocolos	  empleados	  en	  la	  técnicas	  de	  inmunotinción	  
	  
Se	   realizó	  el	  estudio	   inmunohistoquímico	  de	   las	  matrices	   tisulares	   con	  9	  anticuerpos	  
(cadherina	  N,	  osteonectina/SPARC,	  osteopontina/Spp,	  fibronectina,	  snail,	  twist,	  CD34,	  
CD133,	  ABCB5).	  La	  técnica	  de	  inmuntinción	  se	  realizó	  siguiendo	  el	  protocolo	  detallado	  
a	  continuación:	  
C-­‐1-­‐DESPARAFINADO:	  
-­‐Se	   calentaron	   las	   preparaciones	   (matrices	   tisulares)	   a	   65ºC	   durante	   30	  
minutos.	  
-­‐se	   incubaron	   en	   un	   primer	   xiloldurante	   15	  minutos	   y	   después	   se	   realizaron	  
pases	  rápidos	  por	  xilol	  limpio.	  
	  C-­‐2.-­‐REHIDRATACIÓN:	  
-­‐Se	  lavaron	  con	  alcohol	  absoluto.	  
-­‐Se	  lavaron	  con	  alcohol	  al	  70%.	  
-­‐Se	  lavaron	  con	  alcohol	  al	  50%.	  
-­‐Se	  lavaron	  con	  abundante	  agua	  y	  agua	  destilada.	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C-­‐3-­‐	  DESENMASCARAMIENTO	  ANTIGÉNICO	  
-­‐No	  se	  realizó	  este	  paso	  para	  la	  fibronectina	  y	  CD133.	  
-­‐Los	   anticuerpos	   OP,	   Snail,	   Twist,	   ON,	   cadherina-­‐N	   y	   ABCB5	   se	   incubaron	   en	  
tampón	  comercial	  de	  Dako	  con	  pH	  bajo,	  durante	  3	  minutos,	  a	  1,	  5	  atmósferas	  
de	  presión	  en	  autoclave,	  a	  128ºC.	  
• (EnVisionTM	  FLEX	  Target	  Retrieval	  Solution	  Low	  pH	  (50x))	  (K8005)	  
-­‐El	   anticuerpo	   CD34	   se	   incubó	   en	   tampón	   comercial	   de	   Dako	   con	   pH	   alto,	  
durante	  3	  minutos,	  a	  1,	  5	  atmósferas	  de	  presión	  en	  autoclave,	  a	  128ºC.	  
• (EnVisionTM	   FLEX	   Target	   Retrieval	   Solution	   Hight	   pH	   (50x))	  
(DM828)	  
	  
C-­‐4.-­‐BLOQUEO	  DE	  LA	  PEROXIDASA	  ENDÓGENA:	  
-­‐Una	   vez	   realizada	   la	   descompresión	   del	   autocalve,	   se	   dejaron	   enfriar	   las	  
prepararciones	   en	   los	   respectivos	   tampones	   y	   después	   se	   lavaron	   con	   agua,	  
agua	  destilada,	  y	  por	  último	  con	  TBS	  comercilizado	  por	  Dako.	  
• (En	   VisionTM	   Flex	   Wash	   Buffer	   (20x)	   (DM831);	   solución	   salina	  
tamponada	   con	   Tris	   que	   contiene	   Tween	   20,	   concentrada	   20	  
veces,	   pH	   7,	   6	   (±0,1).	   Se	   realizó	   una	   dilución	   1:20	   con	   agua	  
destilada).	  
-­‐Se	   incubaron	   las	   prepararciones	   con	   solución	   de	   bloqueo	   de	   la	   peroxidasa	  
comercializada	   por	   Dako	   durante	   10	   minutos.	   Se	   trata	   de	   una	   solución	  
tamponada	  que	  contienen	  peróxidod	  e	  hidrógeno	  y	  consrvante	  (Ref.	  S2023)	  
	  
	   C-­‐5.-­‐ANTICUERPO	  PRIMARIO:	  
	   -­‐Se	  lavaron	  3	  veces	  con	  PBS.	  
-­‐Se	  diluyeron	  los	  anticuerpos	  puros	  en	  diluyente	  de	  anticuerpo	  comercializado	  
por	  Dako.	  
• (En	  VisionTM	  	  FLEX	  Antibody	  Diluent	  (Ref.	  K8006);	  tampón	  de	  Tris,	  
pH	  7,2,	  que	  contienen	  15	  mmol/L	  de	  NaN3	  y	  proteína.	  
-­‐Las	  concentraciones	  para	  cada	  uno	  de	  los	  antcuerpos	  se	  especifican	  en	  la	  tabla	  
2)	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-­‐Se	  incubó	  una	  hora	  a	  temperatura	  ambiente.	  
-­‐El	   anticuerpo	   CD133	   se	   incubó	   durante	   toda	   la	   noche	   en	   cámara	   húmeda	   a	  
4ºC.	  
C-­‐6.-­‐SISTEMA	  DE	  VISUALIZACIÓN:	  
-­‐Se	  lavaron	  3	  veces	  con	  TBS.	  
-­‐Incubación	  de	  los	  anticuerpos:	  
• En	  el	  caso	  de	  los	  anticuerpos	  Snail	  y	  Twist,	  y	  CD34	  se	  realizó	  una	  
incubación	   con	  EnVision	   durante	   30	  minutos	   y	   se	   visualizó	   con	  
DAB+	  (CHROM),	  indluido	  en	  el	  KIT,	  que	  produce	  un	  color	  marrón	  
en	  el	  lugar	  del	  sustrato	  diana.	  
o Dako	  REALTM	  EnVisionTM	  /HRP,	  Rabbit/Mouse	  (ENV),	  REF.	  
K5007;	   se	   trata	   de	   dextrano	   unido	   a	   moléculas	   de	  
peroxidas	   y	   moléculas	   de	   anticuerpo	   secunadario	   de	  
cabra	   frente	   a	   inmunoglobulinas	   de	   conejo	   y	   ratón	   en	  
solución	   tamponada,	   que	   contienen	   proteína	  
estabilizante	  y	  conservante.	  Este	  reactivo	  es	  un	  polímero	  
conjugado	   con	   peroxidasa,	   que	   también	   está	   recubierto	  
de	  anticuerpos	  frente	  a	  las	  inmunogobulinas	  de	  conejo	  y	  
de	  ratón.	  	  Se	  compone	  de	  un	  equeleto	  de	  dextrano	  al	  que	  
se	  han	  unido	  gran	  número	  de	  moléculas	  de	  peeroxidasa	  
(HRP)	   y	   moléculas	   de	   anticuerpo	   secunadrio.	   Para	   la	  
reacción	  de	  	  unión	  se	  ha	  utilizado	  una	  química	  única	  que	  
permite	  la	  unión	  de	  hasta	  100	  moléculas	  de	  HRP	  y	  hasta	  
20	  moléculas	  de	  anticuerpo	  por	  esqueleto.	  
El	  anticuerpo	  secundario	  unido	  al	  esqueleto	  de	  dextrano	  
se	   ha	   obtenido	   de	   cabras,	   y	   reacciona	   igualmente	   bien	  
con	   inmunoglobulinas	  de	  conejo	  y	  ratón;	  por	  tanto,	  sólo	  
se	  necesita	  un	  reactivo	  de	  detección	  para	  los	  anticuerpos	  
primarios	  de	  conejo	  y	  ratón.	  
• Para	   los	   anticuerpos	   fibronectina,	   osteopontina/Spp,	  
osteonectina/SPARC,	   cadherina-­‐N,	   ABCB5,	   y	   CD133	   se	   utilizó	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también	  EnVision,	  pero	  con	  el	  cromógeno	  (Permanent	  Red)	  que	  
tiñe	  de	  color	  rojo	  el	  sustrato	  diana.	  
o Dako	   EnVision	   G/2	   System	   /AP,	   Rabbitt/Mouse,	  
Permanent	  Red,	  Ref.	  K5355.	  
-­‐Se	  paró	  la	  reacción	  lavando	  con	  agua	  destilada.	  
	  
C-­‐7.-­‐TICIÓN	  DE	  CONTRASTE:	  
	   -­‐Se	  contrastó	  con	  tinción	  de	  hematoxilina-­‐eosina.	  
	   -­‐Se	  lavaron	  las	  preparaciones	  con	  agua	  destilada.	  
	   C-­‐8.-­‐DESHIDRATACIÓN:	  
-­‐Se	   porcedió	   a	   la	   deshidraación	   de	   las	   muestras	   con	   pases	   en	   alcoholes	   de	  
graducación	  creciente	  hasta	  etanol	  absoluto.	  
	   C-­‐9.-­‐ACLARADO:	  
	   Se	  realizaron	  varios	  pases	  por	  Xilol.	  
	   C-­‐10.-­‐MONTAJE	  




Tabla	  2.	  Anticuerpos	  utilizados	  
	  
ANTICUERPO	   CLON	   CASA	  
COMERCIAL	  
REFERENCIA	   DILUCION	   RA	  
FIBRONECTINA	   IST9	   ABCAM	   ab6328	   1/500	   NO	  
OSEOPONTINA	   Policlonal	   ABCAM	   ab8448	   1/300	   SI	  
SNAIL	   N-­‐term	  D24	   ABGENT	   AP2054a	   1/25	   SI	  
TWIST	   2C1A	   ABCAM	   Ab50887	   1/50	   SI	  
OSTEONECTINA	   15G12	   LEICA	   35877	   1/80	   SI	  
CADHERINA-­‐N	   6G11	   DAKO	   M3613	   1/50	   SI	  
ABCB5	   Policlonal	   SIGMA-­‐
ALDRICH	  
HPA026975	   1/100	   SI	  
CD133	   AC133	   MACS	   130-­‐090-­‐422	   1/50	   NO	  
CD34	   QBend10	   DAKO	   IR-­‐632	   Prediluido	   SI	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D-­‐Evaluación	  de	  la	  inmunoreactividad:	  
	  
La	  positividad	  de	  la	  inmunotinción	  se	  valoró	  en	  función	  de	  la	  intensidad	  de	  la	  tinción,	  
definiendo	  4	  grados	  como	  ausente=0,	  leve=1,	  moderada=2	  e	  intensa=3	  y	  se	  calculó	  el	  
porcentaje	   de	   celularidad	   positiva	   respecto	   a	   la	   tumoral	   total	   presente	   la	   muestra,	  
indicando	  el	  patrón	  de	  tinción:	  nuclear,	  citoplasmático,	  o	  de	  membrana.	  
Todas	  las	  matrices	  fueron	  evaluadas	  sin	  conocimiento	  de	  los	  datos	  clinicopatológicos.	  
La	  valoración	  de	  la	  inmunotinción	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  el	  servicio	  de	  Anatomía	  Patológica	  
del	   Hospital	   Clínico	   Universitario	   de	   Valencia,	   utilizando	   un	   microscopio	   Olympus	  
multicabezal,	   por	   dos	   patólogos	   experimentados.	   De	   cada	   muestra	   se	   estudiaron	   3	  
cilindros	  tumorales,	  y	  los	  datos	  obtenidos	  se	  pasaron	  a	  una	  base	  de	  datos.	  	  
E-­‐Marcadores	  inmunohistoquímicos	  empleados	  
	  
1.-­‐Cadherina-­‐E:	  
Las	   cadherinas	   son	  glicoproteínas	   transmembrana	  mediadoras	  de	   la	  adhesión	  célula-­‐
célula	   de	   forma	   homotípica	   (unión	   entre	   células	   con	   fenotipos	   similares)	   y	  
dependiente	  del	  calcio.	  La	  familia	  de	  las	  cadherinas	  incluye	  más	  de	  20	  tipos	  diferentes	  
de	  las	  que	  las	  más	  clásicas	  son	  la	  cadherina-­‐E	  (epitelial),	  la	  Cadherina-­‐N	  (neural),	  la	  P-­‐
cadherina	   (placentaria)	   y	   la	   L-­‐cadherina	   (hepática).	   La	   cadherina-­‐E	   y	   la	   Cadherina-­‐N	  
participan	  en	   las	  uniones	   intercelulares	  de	  tipo	  adherente.	  Su	  función	  está,	  en	  parte,	  
regulada	  por	  el	   terminal	   -­‐COOH	  del	  dominio	   intracelular	  mediante	   cateninas	  de	   tipo	  
alfa,	  beta	  y	  gamma,	  que	  interactúan	  con	  elementos	  del	  citoesqueleto	  de	  las	  células.	  La	  
integridad	   de	   este	   componente	   intracitoplásmico	   es	   esencial	   para	   una	   correcta	  
adhesión	   celular.	   A	   diferencia	   de	   lo	   que	   ocurre	   con	   otras	   moléculas	   de	   adhesión	  
(lectinas	   por	   ejemplo),	   las	   cadherinas	   establecen	   uniones	   celulares	   estables	   en	   el	  
tiempo,	   jugando	  así	   un	  papel	   importante	  en	   la	  morfogénesis	   y	  mantenimiento	  de	   la	  
estructura	  tisular	  tanto	  en	  la	  embriogénesis	  como	  en	  la	  vida	  adulta.	  
La	  inmunotinción	  se	  valoró	  como	  negativa	  (ausencia	  total	  de	  tinción	  =0);	  débil	  (tinción	  
débil	   pero	   reconocible	   =1);	  moderada	   (tinción	   heterogénea	   de	   color	   rojo	   claro=2)	   e	  
intensa	  (tinción	  homogénea	  color	  rojo	  oscuro	  =3)	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2.-­‐Fibronectina:	  
Es	  una	  glicoproteína	  dimérica	  presente	  en	   la	  matriz	  extracelular	   (MEC)	  de	   la	  mayoría	  
de	   los	   tejidos	   celulares	   animales	   compuesta	   por	   dos	   subunidades	  muy	   largas	   unidas	  
por	   puentes	   disulfuro	   situados	   cerca	   del	   extremo	   carboxilo.	   Existe	   la	   fibronectina	  
plasmática,	   que	   es	   soluble.	   El	   resto	   de	   fibronectinas	   se	   depositan	   en	   la	   matriz	  
extracelular	  como	  fibrillas	  muy	  insolubles,	  y	  en	  la	  superficie	  de	  determinadas	  células,	  
como	  los	  fibroblastos	  y	  se	  establecen	  interacciones	  entre	  las	  fibrillas	  extracelulares	  de	  
fibronectina	  y	  los	  filamentos	  intracelulares	  de	  actina,	  que	  están	  mediadas	  en	  su	  mayor	  
parte	  por	  integrinas.	  Así	  es	  como	  el	  citoesqueleto	  contráctil	  de	  actina	  y	  miosina	  tira	  de	  
la	  matriz	  de	  fibronectina	  generando	  fuerzas	  de	  tracción.	  
La	  inmunotinción	  se	  valoró	  como	  negativa	  (ausencia	  total	  de	  tinción	  =0);	  débil	  (tinción	  
débil	   pero	   reconocible	   =1);	  moderada	   (tinción	   heterogénea	   de	   color	   rojo	   claro=2)	   e	  
intensa	  (tinción	  homogénea	  color	  rojo	  oscuro	  =3)	  	  
	  
3.-­‐Osteonectina/SPARC:	  
La	  osteonectina	   (ON),	   también	   llamada	  BM-­‐40	  o	  SPARC	   (proteína	   segregada,	   ácida	   y	  
rica	   en	   cisteína)	   es	   una	   glicoproteína	  multifuncional	   de	   32,5	   kD	   que	   participa	   en	   la	  
mineralización	  de	  los	  tejidos,	  así	  como	  en	  la	  modelización	  de	  la	  matriz	  extracelular.	  
La	  inmunotinción	  se	  valoró	  como	  negativa	  (ausencia	  total	  de	  tinción	  =0);	  débil	  (tinción	  
débil	   pero	   reconocible	   =1);	  moderada	   (tinción	   heterogénea	   de	   color	   rojo	   claro=2)	   e	  
intensa	   (tinción	  homogénea	  color	   rojo	  oscuro	  =3).	  Además	  se	  valoró	   la	  existencia	  de	  
un	  gradiente	  en	  la	  inmunotinción	  (0=ausencia	  de	  gradiente,	  1=	  gradiente	  decreciente	  
en	  periferia	  y	  2=	  gradiente	  creciente	  en	  periferia)	  
	  
4.-­‐Osteopontina:	  
La	  osteopontina	  es	  una	  proteína	  de	  matriz	  extracelular	  de	  34	  kD	  con	  un	  dominio	  de	  
unión	   celular.	   Otras	   moléculas	   que	   comparten	   este	   dominio	   son	   la	   fibronectina,	   la	  
vitronectina	  y	  una	  variedad	  de	  proteínas	  extracelulares	  que	  se	  unen	  a	  los	  miembros	  de	  
la	  familia	  de	  las	  integrinas	  (de	  los	  receptores	  de	  la	  superficie	  celular).	  La	  osteopontina	  
se	  identificó	  originalmente	  como	  un	  componente	  principal	  de	  la	  matriz	  ósea	  orgánica	  
no	   colagenosa,	   sin	   embargo,	   se	   ha	  demostrado	   su	  presencia	   posteriormente	   en	  una	  
amplia	   variedad	   de	   tejidos	   adultos	   normales	   y	   líquidos	   corporales.	   Es	   una	   proteína	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multifuncional	   que	   participa	   en	   la	   mineralización	   ósea,	   la	   adherencia	   celular,	   la	  
migración	  celular,	  la	  enfermedad	  inflamatoria	  crónica	  y	  la	  transformación.	  	  
La	  inmunotinción	  se	  valoró	  como	  negativa	  (ausencia	  total	  de	  tinción	  =0);	  débil	  (tinción	  
débil	   pero	   reconocible	   =1);	  moderada	   (tinción	   heterogénea	   de	   color	   rojo	   claro=2)	   e	  
intensa	  (tinción	  homogénea	  color	  rojo	  oscuro	  =3)	  	  
	  
5.-­‐Snail:	  
La	  familia	  Snail	  es	  una	  familia	  de	  factores	  de	  transcripción	  que	  tiene	  entre	  cuatro	  y	  seis	  
dedos	  de	  zinc	  en	  el	  extremo	  carboxilo	  terminal.	  	  
Los	  dedos	  de	  zinc	  se	  unen	  a	  la	  caja	  E2	  o	  al	  elemento	  E-­‐PAL	  del	  promotor	  de	  la	  
Cadherina	  E,	  inhibiendo	  su	  transcripción.	  
La	  inmunotinción	  se	  valoró	  como	  positiva	  (=1)	  cuando	  había	  tinción	  nuclear,	  y	  negativa	  




Twist	   es	   un	   factor	   de	   transcripción	   hélice-­‐vuelta-­‐hélice	   básico	   que	   regula	   la	  
morfogénesis	   embrionaria.	   Conduce	   a	   la	   pérdida	   de	   contactos	   célula-­‐célula	   y	   a	   la	  
dispersión	   celular.	   Favorece	   la	   pérdida	   de	   marcadores	   epiteliales	   y	   la	   ganancia	   de	  
marcadores	  mesenquimales.	  
La	  inmunotinción	  se	  valoró	  como	  positiva	  (=1)	  cuando	  había	  tinción	  nuclear,	  y	  negativa	  




CD133	   o	   Prominina	   1,	   es	   una	   glicoproteína	   transmembrana,	   codificada	   en	   humanos	  
por	   el	   gen	   PROM1.	  No	   se	   sabe	   exactamente	   su	   función,	   aunque	   se	   relaciona	   con	   la	  
organización	   topográfica	   de	   la	   membrana	   citoplasmática.	   Se	   expresa	   en	   las	   células	  
madre	   hematopoyéticas,	   células	   progenitoras	   endoteliales	   y	   en	   células	   madre	   de	  
muchos	  tejidos,	  así	  como	  en	  células	  tumorales.	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La	  inmunotinción	  se	  valoró	  como	  negativa	  (ausencia	  total	  de	  tinción	  =0);	  débil	  (tinción	  
débil	   pero	   reconocible	   =1);	  moderada	   (tinción	   heterogénea	   de	   color	   rojo	   claro=2)	   e	  
intensa	  (tinción	  homogénea	  color	  rojo	  oscuro	  =3)	  	  
	  
8.-­‐CD34:	  
La	   proteína	   CD34	   se	   expresa	   selectivamente	   en	   las	   células	   progenitoras	  
hematopoyéticas	   mieloides	   y	   linfoides.	   El	   antígeno	   CD34	   se	   expresa	   también	   en	   el	  
endotelio	  vascular,	  y	  constituye	  una	  importante	  molécula	  de	  adhesión	  necesaria	  para	  
que	  los	  linfocitos	  T	  entren	  en	  los	  ganglios	  linfáticos.	  
Se	  valoró	  la	  presencia	  (=1)	  o	  ausencia	  (=0):	  de	  tinción	  nuclear,	  de	  tinción	  del	  estroma	  
intratumoral,	   y	   de	   tinción	   del	   estroma	   extracelular.	   Asimismo,	   se	   realizó	   una	  
estimación	  cuantitativa	  del	  porcentaje	  de	  células	  tumorales	  con	  tinción	  citoplasmática	  
(independientemente	  de	  su	  intensidad).	  Se	  realizó	  también	  un	  contaje	  del	  número	  de	  
estructuras	  endoteliales	  positivas	  en	  un	  campo	  de	  gran	  aumento	  (40x).	  	  
	  
9.-­‐ABCB5:	  
El	  ABCB5	  (transportador	  de	  cassette	  de	  unión	  a	  ATP,	  familia	  B,	  miembro	  5	  o	  
glicoproteína-­‐P	  ABCB5)	  es	  una	  proteína	  plasmática	  transmembrana	  que	  en	  humanos	  
está	  codificada	  por	  el	  gen	  ABCB5.	  ABCB5	  es	  un	  transportador	  ABC	  y	  miembro	  de	  la	  
familia	  de	  las	  glicoproteínas	  P,	  que	  se	  expresa	  fundamentalmente	  de	  forma	  fisiológica	  
en	  la	  piel,	  y	  se	  ha	  descrito	  en	  melanoma	  cutáneo.	  	  
La	   inmunotinción,	   citoplasmática,	   se	   valoró	   como	  negativa	   (ausencia	   total	  de	   tinción	  
=0);	  débil	  (tinción	  débil	  pero	  reconocible	  =1);	  moderada	  (tinción	  heterogénea	  de	  color	  
rojo	  claro=2)	  e	  intensa	  (tinción	  homogénea	  color	  rojo	  oscuro	  =3)	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Figura	  4.	  Ejemplo	  de	  inmunotinciones	  obtenidas	  
	   	  
	   	  
A:	  Tinción	  con	  OP:	  débil	  (intensidad	  1),	  y	  citoplasmática	  
B:	  Tinción	  con	  cadherina-­‐N:	  intensa	  (intensidad	  2)	  y	  citoplamática	  
C:	  Tinción	  con	  CD34:	  nuclear	  
D:	  Tinción	  con	  CD133:	  negativa	  	  
	  
F.-­‐Biología	  molecular:	  Estudio	  de	  expresión	  génica	  
De	  las	  muestras	  incluidas	  en	  este	  trabajo,	  se	  pudo	  llevar	  a	  cabo	  el	  estudio	  molecular	  en	  
un	  total	  de	  131	  tumores,	  ya	  que	  en	  los	  restantes	  se	  obtuvieron	  amplificaciones	  fuera	  
de	  rango.	  
Se	  estudiaron	  los	  siguientes	  genes:	  
-­‐Genes	  marcadores	  de	  CMC:	  ABCB5,	  ABCB1,	  ABCG2	  y	  CD34,	  (prot	  de	  sueperficie)	  
-­‐Genes	  marcadores	  de	  EMT:	  cadherina-­‐E	  (CDH1),	  cadherina-­‐N	  (CDH2),	  FN1,	  ON/SPARC,	  
OP	  (SPP1),	  SNAI1,	  SNAI2,	  y	  TWIST.	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F.1.PROTOCOLO	  EXTRACCIÓN	  DEL	  ARN	  TOTAL	  (A	  PARTIR	  DE	  MUESTRAS	  TUMORALES	  
HUMANAS	  CONGELADAS)	  
	  
La	   extracción	   del	   ARN	   total	   de	   los	   tumores	   de	   los	   pacientes	   se	   realizó	   usando	   el	  
reactivo	  TRIzol	  (Invitrogen)	  seguido	  del	  empleo	  del	  PureLink	  RNA	  Mini	  Kit	  (Invitrogen)	  
de	   acuerdo	   con	   el	   protocolo	   recomendado	   por	   el	   fabricante.	   Se	   usó	   1mL	   de	   TRIzol	  
Reagent	  por	  50	  mg	  de	  tejido.	  	  El	  protocolo	  utlizado	  se	  expone	  a	  continuación.	  
	  
Lisis	  y	  homogenización	  
1. Inmediatamente	   después	   de	   sacar	   la	   muestra	   tumoral	   del	   congelador	   ésta	   se	  
disgrega	  manualmente	  con	  la	  ayuda	  de	  un	  bisturí.	  Añadir	  1ml	  de	  trizol	  antes	  de	  
evidenciar	  cualquier	  signo	  de	  descongelación	  de	  la	  muestra.	  	  
2. Incubar	  5	  min	  el	  lisado	  a	  Tª	  ambiente.	  
3. Añadir	  200	  µl	  cloroformo	  y	  mezclar	  bien	  con	  la	  pipeta	  y/o	  por	  inversión	  15	  sec.	  	  
4. Incubar	  durante	  15	  min	  a	  Tª	  ambiente.	  	  
5. Centrifugar	  durante	  15	  min	  a	  12000g	  a	  4ºC.	  
6. Transferir	   la	   fase	   acuosa	   (la	   superior),	   aproximadamente	   600	   µl,	   a	   un	   tubo	  
limpio.	  No	  apurar.	  	  
7. Añadir	  un	  volumen	  de	  etanol	  70%	  frío	  y	  mezclar	  bien	  con	   la	  pipeta.	  Dispersar	  
cualquier	  precipitado	  visible	  tras	  añadir	  el	  etanol.	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  Unión	  a	  la	  membrana	  de	  la	  columna	  
8. Transferir	  700	  µl	  de	  la	  muestra	  a	  una	  de	  las	  columnas	  suministradas	  en	  el	  kit.	  	  
9. Centrifugar	  15	  sec	  a	  13.400rpm	  a	  Tª	  ambiente.	  Descartar	  el	  eluido.	  	  
10. Repetir	  los	  pasos	  8	  y	  9	  hasta	  que	  haya	  pasado	  todo	  el	  volumen	  de	  la	  muestra.	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  Lavado	  	  	  
11. Añadir	  700	  µl	  de	  Wash	  Buffer	  I	  a	  la	  columna.	  
12. Centrifugar	  15	  sec	  a	  13.400	  rpm	  a	  Tª	  ambiente.	  
13. Tirar	  el	  tubo	  con	  el	  líquido	  y	  poner	  uno	  nuevo	  de	  lavado	  (viene	  en	  el	  kit).	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14. Añadir	  500µl	  de	  Wash	  Buffer	  II	  a	  la	  columna.	  
15. Centrifugar	  15	  sec	  a	  13.400	  rpm	  a	  Tª	  ambiente.	  Descartar	  el	  líquido	  que	  ha	  sido	  
eluido.	  	  
16. Repetir	  pasos	  14	  y	  15.	  
17. Centrifugar	   la	   columna	   vacía	   durante	   1	  minuto	   a	   13.400	   rpm	   a	   Tª	   ambiente	  
para	  eliminar	  el	  tampón	  remanente.	  	  
	  
Elución	  del	  RNA	  
18. Poner	  la	  columna	  en	  un	  RNA	  Recovery	  Tube	  (suministrado	  en	  el	  kit).	  
19. Añadir	  30µl	  de	  H20	  libre	  de	  RNasas	  e	  incubar	  10	  min	  a	  Tª	  ambiente.	  	  
20. Centrifugar	  la	  columna	  3	  min	  a	  máxima	  velocidad	  (13.400	  rpm).	  	  
21. Repetir	  los	  pasos	  19	  y	  20,	  de	  forma	  que	  Vf	  =60µl.	  	  
	  
En	   el	   ARN	   total	   así	   extraído	   se	   encuentran	   representados	   los	   ARNs	   mensajeros	  
(ARNm)	  de	   los	  genes	   sujetos	  a	  expresión	  en	  el	  momento	  de	   la	   congelación	  de	   la	  
muestra.	  	  	  
	  
F.2.	   CUANTIFICACIÓN	   DE	   LA	   CONCENTRACIÓN	   DE	   ARN	   MEDIANTE	  
ESPECTROFOTOMETRÍA	  
	  
A	   continuación,	   se	   determina	   la	   concentración	   del	   ARN	   recién	   extraído	   mediante	  
espectrofotometría,	   usando	   el	   NanoDrop®	  ND-­‐1000	   (Thermo	   Scientific),	  midiendo	   la	  
absorción	   de	   luz	  UV	   con	   una	   longitud	   de	   onda	   de	   260	   nm.	   Para	   la	   cuantificación	   se	  
emplearon	  1,5µl	  de	  ARN.	  	  
El	   blanco	   se	   realizó	   utilizando	   el	   agua	   de	   elución	   empleada	   en	   el	   último	   paso	   de	   la	  
extracción	  de	  ARN.	  A	  continuación	  se	  aplican	  1,5µl	  de	  ARN	  de	  la	  muestra	  y	  la	  medición	  
se	  realiza	  de	  forma	  automática.	  
El	   cálculo	   de	   los	   ratios	   entre	   las	   absorbancias	   dadas	   por	   cada	  muestra	   a	   230,	   260	   y	  
280nm	  se	  realizan	  automáticamente	  junto	  a	   la	  determinación	  de	  la	  concentración,	   lo	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que	  nos	  da	  una	  idea	  de	  la	  calidad	  y	  la	  pureza	  de	  las	  muestras	  de	  forma	  individualizada.	  
Los	  ratios	  260/280	  y	  260/230	  proporcionan	  información	  sobre	  la	  posible	  presencia	  de	  
proteínas	  y	  sales,	  respectivamente,	  en	  la	  muestra.	  Valores	  de	  1,8	  o	  superiores	  indican	  
que	  la	  muestra	  no	  está	  contaminada	  por	  proteínas	  y	  por	  sales.	  	  
El	   ARN	   así	   obtenido	   y	   cuantificado	   se	   conserva	   a	   -­‐80°C	   hasta	   el	   momento	   de	   la	  
transcripción	  reversa.	  	  
F.3.	  ESTUDIO	  EXPRESIÓN	  GÉNICA	  
	  
La	  cuantificación	  de	  la	  expresión	  génica	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  dos	  pasos:	  
1. Retrotranscripción	  reversa	  o	  RT	  	  (	  paso	  de	  ARN	  total	  a	  ADNc)	  	  
2. Amplificación	  por	  PCR	  a	  tiempo	  real	  o	  PCR	  cuantitativa	  	  
	  
En	   el	   primero	   de	   los	   pasos,	   la	   estrategia	   de	   síntesis	   del	   ADN	   complementario	   está	  
basada	  en	  hexámeros	  al	  azar,	  que	  servirán	  de	  cebadores	  para	  la	  síntesis	  del	  ADNc	  por	  
parte	   de	   la	   transcriptasa	   reversa.	   Posteriormente	   seleccionaremos	   el	   ADNc	  
proveniente	  de	  nuestro	  transcrito	  diana	  llevando	  a	  cabo	  la	  PCR	  cuantitativa	  con	  sondas	  
de	  hidrólisis	  o	  sondas	  Taqman	  específicas	  de	  los	  genes	  objeto	  de	  estudio.	  	  
	  
	  
Transcripción	  inversa	  o	  retrotranscripción	  (RT)	  
	  
La	  transcripción	  reversa	  consiste	  en	  la	  síntesis	  de	  moléculas	  de	  ADN	  complementarias	  
(ADNc)	  al	  ARN	  total	  extraído	  con	  anterioridad.	  El	  volumen	  final	  de	  reacción	  empleado	  
fue	   de	   100µl	   para	   que	   hubiese	   ADNc	   suficiente	   para	   el	   estudio	   de	   todos	   los	   genes	  
objeto	  de	  estudio.	  El	  kit	  utilizado	  fue	  el	  High	  Capacity	  cDNA	  Reverse	  Transcription	  Kit	  ,	  
de	  Applied	  Biosystems.	  El	  procedimiento,	  tras	  la	  descongelación	  de	  las	  muestras	  y	  de	  
los	  componente	  en	  hielo,	  se	  detalla	  a	  continuación.	  
	  
1. Preparar	   la	   mezcla	   de	   reacción	   de	   la	   RT	   2X	   en	   hielo	   según	   la	   tabla	   3.	   Se	  
prepararán	  50μl	  de	  dicha	  mezcla	  por	  reacción	  que	  vayamos	  a	  realizar.	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2. Mezclar	  bien	   (sin	  vortear)	  y	  centrifugar	  brevemente	  para	  que	  bajen	   todos	   los	  
componentes	  de	  las	  paredes	  del	  tubo.	  Mantener	  en	  hielo.	  	  	  
3. Añadir	   el	  ARN	   total	   a	   cada	  una	  de	   las	  mezclas	  de	   reacción	   (2X)	  para	  obtener	  
una	  mezcla	  1X.	  La	  cantidad	  de	  ARN	  total	  a	  añadir	  serán	  los	  µl	  necesarios	  según	  
la	  concentración	  de	  cada	  muestra,	  para	  tener	  300ng	  totales.	  Este	  volumen	  de	  
ARN	  se	  completa	  con	  agua	  libre	  de	  nucleasas	  hasta	  50μl	  para	  tener	  un	  volumen	  
final	  de	  100µl.	  	  
4. Llevar	  a	  cabo	  el	  ciclo	  térmico	  en	  un	  termociclador	  según	  tabla	  4.	  
5. Emplear	   las	   reacciones	  de	  RT	   (ADNc)	  directamente	  para	   la	  PCR	  cuantitativa	  o	  
guardarlas	  a	  -­‐20ºC.	  	  
	  
	  
Tabla	  3:	  Composición	  de	  la	  mezcla	  de	  reacción	  de	  la	  RT.	  	  
Reactivo	  




10X	  RT	  Buffer	  
10	  
1X	  
10X	  RT	  random	  primers	   10	  
1X	  





Inhibidor	  de	  RNasas	  (20U/μl)	   5	   1U/µl	  
Agua	  libre	  de	  nucleasas	  
16	   	  
ARN	  (300ng)	  +	  agua	  libre	  de	  nucleasas	  
50	   3ng/µl	  ARN	  
Volumen	  final	  reacción	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Tabla	  4.	  Condiciones	  del	  ciclo	  térmico	  de	  la	  RT.	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  Paso	  1	   	  	  	  	  	  	  Paso	  2	   	  	  	  	  	  	  	  Paso	  3	   	  	  	  	  	  Paso	  4	  
Temperatura	   25ºC	   37ºC	   85ºC	   4ºC	  
Tiempo	   10	  min	   120	  min	   5	  min	   ∞	  
	  
	  
Cuantificación	  relativa	  por	  RT-­‐PCR	  
	  
La	  PCR	  cuantitativa	  permite	  monitorizar	  el	  desarrollo	  de	  la	  amplificación	  ciclo	  tras	  ciclo	  
gracias	  a	  la	  medición	  de	  fluorescencia	  que	  se	  obtiene	  tras	  cada	  uno	  de	  los	  ciclos.	  En	  la	  
reacción	   de	   PCR,	   además	   de	   la	   pareja	   de	   cebadores,	   se	   introduce	   también	   un	  
oligonucleótido	  (sonda)	  marcado,	  en	  su	  extremo	  5’,	  con	  un	  fluoróforo,	  o	  reporter,	  y	  en	  
su	  extremo	  3’,	   lleva	  unido	  un	   inhibidor	  de	   la	   fluorescencia	  o	  quencher	  de	   forma	  que	  
cuando	   la	   polimerización	   tiene	   lugar,	   la	   actividad	   exonucleasa	   de	   la	   polimerasa,	   es	  
decir	   la	   actividad	   en	   sentido	   5’	   -­‐	   3’,	   provoca	   la	   hidrólisis	   del	   oligonucleótido	   que	   se	  
encuentra	  unido	  al	  ADNc.	  Debido	  a	  la	  hidrólisis,	  el	  reporter	  y	  quencher	  se	  separan	  de	  
modo	   que	   la	   fluorescencia	   del	   reporter	   ya	   no	   queda	   apantallada	   por	   la	   acción	   del	  
quencher,	   siendo	   ésta	   capturada	   por	   el	   sistema	   de	   RT-­‐PCR.	   La	   intensidad	   de	   dicha	  
fluorescencia	  es	  directamente	  proporcional	  a	  la	  cantidad	  de	  transcritos	  amplificados.	  	  
El	  empleo	  de	  la	  tecnología	  de	  las	  sondas	  TaqMan	  proporciona	  mayor	  especificidad	  a	  la	  
reacción	  de	  PCR.	  	  
Las	  reacciones	  de	  PCR	  cuantitativa	  en	  tiempo	  real	  se	  llevaron	  a	  cabo	  en	  placas	  de	  384	  
pocillos	   selladas	   con	  adhesivo	  óptico.	   Todos	   los	   ensayos	   se	   realizaron	  por	   triplicado.	  
Dada	   la	   estabilidad	   de	   la	   expresión	   del	   gen	   18S,	   se	   decidió	   utilizarlo	   como	   control	  
interno	  común	  a	  todas	  las	  muestras.	  El	  equipamiento	  utilizado	  fue	  el	  sistema	  7900HT	  
Fast	  Real-­‐Time	  PCR	  System	  y	  la	  Mix	  utilizada,	  TaqMan	  Gene	  Expression	  Assays	  ,	  todo	  
de	  Applied	  Biosystems.	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Tabla	  5	  .	  Mezcla	  re	  reactivos	  necesarios	  para	  la	  RT-­‐PCR.	  *El	  ADNc	  procede	  de	  la	  
retrotranscripción	  de	  300	  ng	  de	  RNA	  totales.	  
	  
Componentes	   Volumen	   (μl)	  
por	  
reacción	  
TaqMan	  Gene	  Expression	  Master	  Mix	  (2X)	   5	  
20x	  TaqMan	  Gene	  Expression	  Assays	  (cebadores	  +	  sonda)	  
0,5	  









El	   programa	   asociado	   al	   sistema	   de	   detección	   es	   el	   SDS	   2.4,	   también	   de	   Applied	  




Tabla	  6.	  Programa	  térmico	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  Paso	  1	   	  	  	  	  	  	  Paso	  2	   Paso	  3	  
(40	  ciclos)	  
Paso	  4	  
Temperatura	   50ºC	   95ºC	   95ºC	   60ºC	   4ºC	  
Tiempo	   2	  min	   10	  min	   15	  sec	   1	  min	   ∞	  
	  
Metodología	  
	   81	  
	  
Tabla	  7.	  Descripción	  de	  las	  sondas	  TaqMan	  empleadas.	  
Número	  Identificación	   Gen	   Tamaño	  Amplicón	  
Hs01067802_m1	   ABCB1	   82	  
Hs03676540_m1	   ABCB5	   91	  
Hs01053790_m1	   ABCG2	   83	  
Hs00990732_m1	   CD34	   91	  
Hs00175524_m1	   CD96	   69	  
Hs01023894_m1	   CDH1	   61	  
Hs00983056_m1	   CDH2	   66	  
Hs00365052_m1	   FN1	   82	  
Hs00174029_m1	   KIT	   64	  
Hs00544819_m1	   MS4A1	   123	  
Hs01009250_m1	   PROM1	   75	  
Hs00195591_m1	   SNAI1	   66	  
Hs00950344_m1	   SNAI2	   86	  
Hs00234160_m1	   SPARC	   76	  
Hs00959010_m1	   SPP1	   84	  
Hs00361186_m1	   TWIST1	   115	  
Hs99999901_s1	   18S	   187	  
	  
El	  análisis	  de	  los	  datos	  fue	  realizado	  con	  el	  Expression	  Suite	  software	  y	  los	  cálculos	  se	  
realizaron	  con	  hojas	  de	  cálculo	  en	  Excel	  (Microsoft	  Office).	  
Básicamente	   hay	   dos	   estrategias	   de	   cuantificación:	   cuantificación	   absoluta	   y	  
cuantificación	   relativa.	   La	   cuantificación	   absoluta	   permite	   conocer	   el	   número	   exacto	  
de	  número	  de	  copias	  presentes	  en	  la	  muestra	  y	  para	  ello	  se	  necesita	  tener	  una	  curva	  
de	  calibración.	  La	  cuantificación	  relativa	  requiere	  de	  normalización	  respecto	  un	  gen	  de	  
referencia	   endógeno	   para	   poder	   así	   determinar	   la	   cantidad	   relativa	   de	   los	   genes	  
específicos	   objetos	   de	   estudio	   con	   respecto	   a	   la	   cantidad	   de	   ARNm	   del	   gen	   de	  
referencia.	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Método	  de	  cuantificación	  relativa	  
Método	  del	  2–ΔCt,	  en	  el	  que	  se	  comparan	  directamente	  los	  valores	  del	  ciclo	  umbral	  (Ct)	  
de	   los	   genes	   estudiados	   y	   los	   valores	   de	   Ct	   del	   gen	   de	   referencia	   (ΔCt)	   en	   cada	  
muestra.	  El	  cálculo	  de	  las	  eficiencias	  de	  las	  distintas	  reacciones	  no	  se	  hace	  necasario,	  
ya	   que	   con	   el	   empleo	   de	   las	   sondas	   TaqMan	   se	   puede	   asumir	   una	   eficiencia	   en	   la	  
amplificación	  del	  100%.	  	  
	  
F.4	  SECUENCIACIÓN	  GENES	  BRAF	  Y	  NRAS	  
El	  estudio	  del	  estado	  mutacional	  de	  los	  genes	  BRAF	  y	  NRAS	  se	  llevó	  a	  cabo	  mediante	  
amplificación	   por	   PCR	   seguida	   y	   secuenciación	   directa	   empleando	   la	   metodología	  
Sanger.	   Para	   ello	   se	   utilizó	   el	  mismo	   ADNc	   sintetizado	   para	   el	   estudio	   de	   expresión	  
génica.	  Al	  tratarse	  de	  ADNc,	  la	  secuencia	  de	  los	  cebadores	  se	  diseñó	  frente	  a	  regiones	  
exónicas.	  	  
Pasos	  a	  llevar	  a	  cabo	  para	  la	  secuenciación:	  	  	  	  
-­‐	  Técnica	  de	  la	  PCR:	  
Amplificación	  del	  exón	  15	  de	  BRAF	  para	  el	  estudio	  de	  las	  mutaciones	  en	  el	  codón	  
600	  del	   gen	  BRAF,	   y	   amplificación	  de	   los	   exones	  2	   y	  3	  del	   gen	  NRAS	  para	  el	   análisis	  
mutacional	  de	  los	  codones	  12,	  13,	  60	  y	  61.	  	  
-­‐Visualización	  de	  los	  productos	  de	  amplificación	  en	  gel	  de	  agarosa.	  	  
-­‐	  Purificación	  de	  los	  productos	  de	  PCR	  por	  tratamiento	  enzimático	  
-­‐	  Reacción	  de	  secuenciación:	  marcaje	  de	  los	  didesoxinucleótidos.	  
-­‐	  Purificación	  de	  la	  reacción	  de	  secuenciación.	  
-­‐	  Secuenciación	  y	  análisis	  de	  las	  secuencias.	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Técnica	  de	  la	  PCR	  
En	   toda	   reacción	   de	   PCR,	   lo	   que	   se	   pretende	   es	   obtener	   muchas	   copias	   de	   un	  
fragmente	  específico	  del	  genoma.	  Para	  conseguir	   la	  amplificación	  de	  un	  determinado	  
fragmento	   del	   gen	   deseado,	   se	   emplea	   un	   par	   de	   oligonucleótidos	   sintéticos,	  
denominados	  cebadores	  o	  primers,	  de	  secuencia	  complementaria	  a	   los	  extremos	  del	  
fragmento	  de	  ADNc	  a	  amplificar	  (Fig	  5).	  	  
Componentes	  mínimos	  de	  una	  reacción	  de	  PCR:	  par	  de	  cebadores,	  polimerasa,	  tampón	  
óptimo	   para	   la	   actividad	   polimerasa,	   magnesio,	   dNTPs	   y	   la	   secuencia	   molde.	   Toda	  
reacción	  de	  PCR	   se	   inicia	   con	  un	  primer	   paso	  de	  desnaturalización	  o	   separación	  por	  
calor	  de	  las	  cadenas	  complementarias	  de	  la	  que	  será	  nuestra	  secuencia	  molde.	  Es	  por	  
esto	  que	  debe	  emplearse	  una	  polimerasa	   termoresistente	   ya	  que	   la	   temperatura	  de	  
desnaturalización	   es	   de	   95ºC.	   El	   siguiente	   paso	   consiste	   realizar	   40	   ciclos	   de	  
desnaturalización	  +	  hibridación	  de	   los	  cebadores	  +	  elongación	  de	   la	  cadena	  de	  novo.	  	  
En	  el	  paso	  de	  hibridación	  de	  los	  cebadores,	  las	  muestras	  se	  enfrían	  a	  una	  temperatura	  
entre	  40-­‐65ºC	  que	  permita	  la	  hibridación	  de	  los	  2	  cebadores.	  La	  temperatura	  exacta	  a	  
la	  que	  se	  realizará	  este	  paso	  de	  hibridación	  depende	  de	  la	  especificidad	  de	  la	  secuencia	  
de	   los	   cebadores	   con	   la	   secuencia	   molde.	   En	   el	   tercer	   paso,	   conocido	   como	   de	  
elongación,	   la	   temperatura	   es	   elevada	   a	   72ºC,	   temperatura	   a	   la	   cual	   la	   polimerasa	  
sigue	   añadiendo	   nucleótidos	   tras	   los	   cebadores	   y	   el	   fragmento	   ya	   sintetizado	   para	  
completar	  la	  síntesis	  de	  la	  nueva	  cadena	  complementaria.	  	  
La	  PCR	  se	  lleva	  a	  cabo	  en	  un	  termociclador.	  Los	  termocicladores	  son	  equipos	  capaces	  
de	   ser	   programados	   a	   distintas	   temperaturas	   y	   tiempos.	   Para	   realizar	   esta	   PCR	   se	  
empleó	  el	  termociclador	  de	  Eppendof	  Mastercycler	  proS.	  
Metodología	  
	   84	  




Tabla	  8.	  Mezcla	  de	  reacción	  para	  PCR	  de	  los	  exones	  estudiados	  de	  los	  genes	  BRAF	  y	  NRAS.	  
Componentes	   Volumen	  por	  reacción	  (µL)	  
AmpliTaq	   Gold	   360	   Master	   Mix	   (Applied	  
Biosystems)	  
12,5	  
Primer	  Forward	  (15	  μM)	   1	  
Primer	  Reverse	  (15	  μM)	   1	  
Agua	  libre	  de	  nucleasas	   9,5	  
ADNc	   1	  
Volumen	  final	   25	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Tabla	  9.	  Ciclo	  térmico	  PCR	  exón	  15	  gen	  
BRAF.	  
Temperatura	  (ºC)	   Tiempo	   Ciclos	  
95	   10	  min	   1	  
94	   45	  sec	  
55	   30	  sec	  
72	   1	  min	  
35	  
72	   10	  min	   1	  
4	   ∞	   	  
	  
Tabla	  10.	  Ciclo	  térmico	  PCR	  exones	  2	  y	  3	  
gen	  NRAS.	  
Temperatura	  (ºC)	   Tiempo	   Ciclos	  
95	   10	  min	   1	  
94	   1	  min	  
55	   1	  min	  
72	   1	  min	  
38	  
72	   10	  min	   1	  
4	   ∞	   	  
	  
	  
Tabla	  11.	  Secuencia	  de	  cebadores	  empleados	  para	  la	  amplificación	  genes	  BRAF	  y	  NRAS.	  	  














ADNcNRAS.RF	   TTGAGGTTCTTGCTGGTGTG	   2	  y	  3	  




La	   existencia	   y	   especificidad	   de	   los	   productos	   de	   PCR	   fueron	   verificadas	   mediante	  
separación	  electroforética	  en	  gel	  de	  agarosa	  al	  2%	  con	  tinción	  con	  RedSafe	  (ChemBio).	  
Se	   comprobó	   el	   tamaño	   de	   banda	   esperado,	   su	   intensidad,	   la	   ausencia	   de	   posibles	  
amplificaciones	   inespecíficas	   así	   como	   la	   ausencia	   de	   amplificación	   en	   la	   muestra	  
empleada	  como	  control	  negativo	  (muestra	  sin	  secuencia	  molde).	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Protocolo	  de	  electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa	  
	  
La	   técnica	   de	   electroforesis	   en	   gel	   horizontal	   de	   agarosa	   se	   emplea	   para	   separar	  
macromoléculas	   en	   función,	   principalmente,	   del	   tamaño	   y	   la	   carga	   eléctrica.	   Tal	  
separación	  tiene	  lugar	  por	  aplicación	  de	  una	  corriente	  eléctrica	  que	  recorre	  el	  soporte,	  
en	   este	   caso,	   un	   gel	   de	   agarosa,	   en	   cuyo	   interior	   se	   encuentran	   las	   muestras.	   Las	  
moléculas	  de	  ADN	  siempre	  migran	  hacia	  el	  polo	  positivo	  puesto	  que	  las	  moléculas	  de	  
ADN	  son	  polianiónicas.	  Las	  bandas	  generadas	  como	  resultado	  de	   la	  amplificación	  por	  
PCR	   se	   visualizan	   gracias	   a	   la	   tinción	   del	   gel	   con	   el	   agente	   intercalante	   Redsafe	  
(Biotest)	  puesto	  que	  si	  está	  unido	  a	  moléculas	  de	  ADN	  de	  doble	  cadena	  fluoresce	  al	  ser	  
excitado	  con	  luz	  ultravioleta.	  	  
La	  concentración	  de	  agarosa	  empleada	  ha	  sido	  del	  2%	  puesto	  que	  resulta	  la	  adecuada	  
según	  el	  tamaño	  de	  nuestros	  fragmentos	  de	  ADN	  a	  separar.	  
	  
Procedimiento	  
1. Preparar	   tampón	   de	   electroforesis	   TBE	   al	   0,5X	   y	   llenar	   la	   cubeta	   de	  
electroforesis.	  Colocar	   los	  peines	  en	   la	  bandeja	  de	  electroforesis	  y	  delimitarla	  
con	  un	  retenedor.	  
2. Preparar	  el	  gel:	  calentar	  en	  el	  microondas	  100ml	  de	  tampón	  de	  electroforesis	  
con	  2	  gramos	  de	  agarosa.	  Dejar	  que	  la	  agarosa	  se	  disuelva	  bien,	  enfriar	  un	  poco	  
–sin	   que	   llegue	   a	   solidificarse	   el	   gel-­‐	   	   y	   sólo	   entonces	   añadir	   5µl	   del	   reactivo	  
RedSafe.	  	  
3. Verter	  rápidamente	  en	  la	  bandeja	  de	  electroforesis,	  romper	  las	  burbujas	  y	  dejar	  
enfriar	  hasta	  que	  una	  completa	  solidificación.	  	  
4. Colocar	  la	  bandeja	  de	  electroforesis	  dentro	  de	  la	  cubeta	  y	  cargar	  las	  muestras	  
en	   los	  pocillos	   junto	   con	   tampón	  de	   carga.	   El	   tampón	  de	   carga	   contiene	  azul	  
bromofenol	   y	   glicerol.	   El	   azul	   bromofenol	   es	   un	   colorante	   que	   se	   usa	   para	  
observar	  el	  avance	  del	  frente	  y	  las	  propiedades	  del	  glicerol	  otorgan	  densidad	  a	  
la	  muestra	  para	  que	  resulte	  más	  fácil	  poder	  cargarlas	  en	  los	  pocillos.	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5.	  	  Reservar	  un	  pocillo,	  normalmente	  el	  primero,	  para	  cargar	  el	  marcador	  de	  pesos	  
moleculares	   (8µl),	   lo	   que	   nos	   permitirá	   conocer	   el	   tamaño	   de	   las	   bandas	   de	  
nuestras	  muestras.	  
6.	   	   Tapar	   la	   cubeta	   de	   electroforesis	   con	   la	   tapa	   y	   conectar	   los	   electrodos	   a	   la	  
fuente	  de	  alimentación.	  Realización	  de	   la	  separación	  electroforética	  a	  120	  voltios	  
durante	  aproximadamente	  30-­‐45	  minutos.	  	  
7.	   	   Transcurrido	   este	   tiempo,	   los	   fragmentos	   o	   bandas	   se	   visualizan	   mediante	  
irradiación	  con	  luz	  UV	  con	  la	  ayuda	  de	  un	  transiluminador.	  Toma	  de	  imágenes	  con	  
el	  programa	  de	  documentación	  de	  geles	  UviDoc.	  
	  
	  
Purificación	  de	  los	  productos	  de	  PCR	  
Una	  vez	  verificada	  la	  presencia	  de	  una	  única	  banda	  por	  muestra,	  los	  productos	  de	  PCR	  
deben	  ser	  purificados	  para	  eliminar	  el	  exceso	  de	  nucleótidos	  y	  de	  cebadores	  y	  evitar	  
así	  posibles	  interferir	  en	  aplicaciones	  posteriores.	  	  
Esta	  purificación	  se	  llevó	  a	  cabo	  añadiendo	  a	  los	  productos	  de	  PCR	  el	  reactivo	  ExoSAP-­‐
IT	   (Affymetrix)	   que	   es	   una	   combinación	   de	   las	   enzimas	   hidrolíticas	   exonucleasa	   I	   y	  
fosfatasa	  alcalina.	  	  
Volúmenes	  empleados:	  Añadir	  1	  µL	  de	  ExoSAP-­‐IT	  en	  5	  µL	  de	  producto	  PCR.	  Luego,	  en	  
un	  termociclador	  se	  incuba	  la	  mezcla	  a	  37ºC	  durante	  15	  minutos	  para	  que	  tenga	  lugar	  
la	  degradación	  de	  los	  nucleótidos	  y	  cebadores	  sobrantes	  y	  se	  sigue	  con	  un	  paso	  final	  a	  
80ºC	  durante	  15	  minutos	  para	  la	  inactivación	  de	  las	  enzimas.	  	  
En	   este	   momento,	   el	   producto	   de	   PCR	   ya	   está	   listo	   para	   ser	   secuenciado,	   en	   caso	  
contrario	  se	  almacena	  y	  conserva	  a	  -­‐20ºC.	  
	  
Reacción	  de	  secuenciación	  
Una	   vez	   tenemos	   el	   producto	   de	   PCR	   purificado,	   se	   lleva	   a	   cabo	   la	   reacción	   de	  
secuenciación	   en	   la	   que	   las	   bases	   nucleotídicas	   de	   una	   de	   las	   cadenas	   marcarán	  
fluorescentemente	  para	  poder	  ser	  detectadas	  posteriormente.	  Para	  ello	  se	  empleó	  el	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kit	  BigDye	  Terminator	  v3.1	  Cycle	  Sequencing	  Kit	  (Applied	  Biosystems).	  Para	  realizar	  la	  
reacción	  de	  secuenciación	  se	  prepara	  la	  mezcla	  detallada	  en	  la	  tabla	  12.	  
Tabla	  12.	  Composición	  mezcla	  de	  secuenciación.	  *El	  volumen	  de	  agua	  a	  añadir	  varía	  en	  
función	  del	  volumen	  de	  producto	  de	  PCR	  añadido.	  	  
Componentes	   Volúmenes	  (µl)	  
BigDye	  Terminator	  v1.1/3.1	  Sequencing	  Buffer	  (5X)	   1,5	  
BigDye	  Ready	  Reaction	  Mix	   0,5	  
Primer	  (3,2	  µM)	   1	  
Producto	  PCR	  purificado	   1-­‐5	  
Agua	  libre	  de	  nucleasas	   2-­‐6*	  
Volumen	  final	   10	  
	  
Tabla	  13.	  Programa	  ciclo	  térmico	  secuenciación	  de	  marcaje	  para	  secuenciación.	  	  
Temperatura	  (ºC)	   Tiempo	   Ciclos	  
96	   1	  min	   1	  
96	   10	  sec	  
55	   5	  sec	  
60	   4	  min	  
36	  
4	   ∞	   	  
	  
Purificación	  de	  la	  reacción	  de	  secuenciación	  
	  
La	  purificación	  del	  producto	  obtenido	  en	  la	  reacción	  de	  secuenciación	  se	  llevó	  a	  cabo	  
utilizando	   el	   kit	   comercial	   Performa®	   DTR	   Gel	   Filtration	   Cartridges	   (EdgeBio	  
Biosystems).	  El	  kit	  está	  basado	  en	  columnas	  de	  purificación	  que	  deben	  primeramente	  
centrifugarse	  durante	  3	  minutos	  a	  una	  velocidad	  de	  3000	  rpm.	  Se	  descarta	  el	  eluido.	  
Poner	   la	   columna	   en	   un	   tubo	   nuevo	   de	   1,5ml,	   pipetear	   los	   10	   µl	   del	   producto	   de	  
secuenciación	   (10	   µl)	   en	   la	   columna	   y	   volver	   a	   repetir	   la	   centrifugación	   durante	   3	  
minutos	   a	   3000	   rpm	   para	   eluir	   la	   muestra	   que	   ya	   está	   preparada	   para	   poder	   ser	  
cargada	  en	  el	  secuenciador	  
	  
Secuenciación	  
En	  nuestro	  caso,	  el	  equipo	  empleado	  para	  realizar	  la	  secuenciación	  propiamente	  dicha	  
fue	  el	  ABI	  PRISM	  310	  Genetic	  Analyzer	  automático	  (Applied	  Biosystems)	  que,	  como	  ya	  
Metodología	  
	   89	  
se	   ha	   citado	   anteriormente,	   se	   basa	   en	   el	   método	   de	   secuenciación	   de	   Sanger.	   El	  
análisis	   de	   los	   electroferogramas	   obtenidos	   se	   llevó	   a	   cabo	   con	   el	   programa	  
informático	  Analysis	  sequencing	  v	  5.1.1.	  
Los	   electroferogramas	   obtenidos	   se	   alinearon	   frente	   a	   la	   secuencia	   consenso	   de	   los	  
diferentes	   exones	   estudiados	   de	   BRAF	   y	   NRAS	   de	   la	   base	   de	   datos	   del	   buscador	  
genómico	  de	  acceso	  público	  Ensembl	  (http://www.ensembl.org/index.html).	  
	  
	  
2.2.	  Parte	  experimental	  
A.-­‐	  CULTIVOS	  CELULARES:	  
	  
	  El	  trabajo	  experimental	  in	  vitro	  se	  realizó	  en	  cuatro	  en	  líneas	  celulares	  establecidas	  a	  
partir	   de	  melanomas.	   Tres	   de	   las	   líneas	   establecidas	   y	   caracterizadas	   (SK-­‐MEL	   22136,	  
WM-­‐115	  y	  WM-­‐266-­‐4137)	  fueron	  adquiridas	  comercialmente	  a	  (American	  Type	  Culture	  
Collection	   Manassas,	   VA,	   USA)	   (ATCC),	   y	   una	   (Mel-­‐RC08)	   fue	   establecida	   y	  
caracterizada	  en	  nuestro	  laboratorio138.	  
Las	  líneas	  celulares	  fueron:	  
-­‐	  SKMEL28	  (ATCC®	  HTB72).	  Melanoma.	  (Paciente	  varón).	  Piel.	  Morfología	  poligonal.	  
-­‐	  WM-­‐115	  (ATCC®	  CRL-­‐1676™).	  Melanoma.	  (Paciente	  mujer).	  Piel.	  Morfología	  epitelial	  
(Fig.5)	  
-­‐	   WM-­‐266-­‐4	   (ATCC®	   CRL-­‐1676™).	   Metástasis	   en	   piel	   de	   melanoma	   (de	   la	   misma	  
paciente	  de	  WM-­‐115).	  Morfología:	  “epitelial	  like”	  (Fig.	  6)	  
-­‐Mel-­‐RC-­‐08.	   Metástasis	   pericraneal	   de	   melanoma	   de	   piel.	   (Paciente	   mujer).	  
Morfología:	   Células	   pseudoepiteliales	   de	   citoplasma	   denso	   y	   núcleos	   claros	   con	  
nucléolos	  marcados.	  	  
Las	  células	  cultivadas	  de	  las	  distintas	  líneas	  establecidas	  se	  mantuvieron	  en	  medio	  de	  
cultivo	  minimun	  essential	  médium	  (MEM)	  suplementado	  con	  suero	  bovino	  fetal	  (10%)	  
L-­‐glutamina	   (1%)	   y	   antibióticos	   para	   cultivo,	   estreptomicina	   y	   penicilina	   (1%)	   y	  
mantenidas	  en	  un	  incubador	  a	  37	  oC	  en	  condiciones	  adecuadas	  de	  O2	  y	  CO2.	  El	  medio	  
de	   cultivo	   se	   cambió	   3	   veces	   por	   semana.	   Cuando	   las	   células	   alcanzaban	   la	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semiconfluencia,	   se	   procedió	   a	   subcultivarlas,	   a	   su	   crioconservación	   o	   a	   su	   recogida	  
para	  realizar	  sucesivos	  estudios,	  según	  conveniencia.	  	  
Las	  células	  en	  cultivo	  fueron	  observadas	  a	  diario	  y	  fotografiadas	  en	  diferentes	  tiempos	  
y	  a	  diferentes	  aumentos	  con	  un	  microscopio	  Axiovert	  135	  (Carl	  Zeiss,	  Germany).	  
	  
Protocolo	  para	  el	  subcultivo	  (Técnica	  de	  Doblaje).	  
·∙	  Retirar	  el	  medio	  del	  frasco.	  
·∙	  Lavar	  agitando	  suavemente	  Con	  PBS	  (sin	  calcio	  ni	  magnesio)	  a	  pH	  7.	  
·∙	  Añadir	  2,5	  mL	  de	  Tripsina-­‐EDTA	  (Gibco	  BRL),	  moviendo	  el	  frasco,	  y	  retirar	  la	  cantidad	  
adecuada	   para	   que	   quede	   el	   fondo	   cubierto	   por	   la	   solución;	  mantener	   5	  minutos	   a	  
37°C.	  
·∙	   Comprobar	   con	   el	   microscopio	   de	   contraste	   de	   fases	   que	   las	   células	   se	   han	  
despegado	  del	  fondo	  del	  frasco.	  
·∙	   Neutralizar	   la	   Tripsina-­‐EDTA	   con	   6	  mL	   de	  medio	   completo,	   agitar	   para	   separar	   los	  
posibles	  agregados	  de	  células.	  	  
Centrifugar	  a	  1200	  rpm	  durante	  5	  minutos.	  
·∙	  Añadir	  8	  mL	  de	  medio	  completo,	  resuspender	  y	  repartir	  en	  2	  frascos.	  
·∙	  Incubar	  a	  37°C	  en	  incubador	  con	  atmósfera	  controlada	  con	  un	  5%	  de	  CO2.	  	  
Controlar	  al	  día	  siguiente	  la	  adhesión	  de	  las	  células	  al	  fondo	  del	  nuevo	  frasco.	  
Cambiar	  el	  medio	  2	  o	  3	  veces	  por	  semana.	  
	  
Crioconservación	  de	  las	  células	  cultivadas	  
Es	   conveniente	   congelar	   células	   de	   distintos	   pases	   de	   los	   cultivos,	   para	   disponer	   de	  
material	   sobre	   el	   que	   realizar	   estudios	   posteriores.	   El	   momento	   óptimo	   es	  
aproximadamente	  cuando	  las	  células	  en	  cultivo	  presentan	  un	  80%	  de	  la	  confluencia.	  	  
Procedimiento:	  
•	  Retirar	  el	  medio	  del	  frasco.	  
•	  Lavar	  agitando	  suavemente	  Con	  PBS	  (sin	  calcio	  ni	  magnesio)	  a	  pH	  7.	  
•	  Añadir	  2,5	  mL	  de	  Tripsina-­‐EDTA	  (Gibco	  BRL),	  moviendo	  el	  frasco,	  y	  retirar	  la	  cantidad	  
adecuada	   para	   que	   quede	   el	   fondo	   cubierto	   por	   la	   solución;	  mantener	   5	  minutos	   a	  
37°C.	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•	   Comprobar	   con	   el	   microscopio	   de	   contraste	   de	   fases	   que	   las	   células	   se	   han	  
despegado	  del	  fondo	  del	  frasco.	  
•	  Neutralizar	   la	   Tripsina-­‐EDTA	   con	   8	  mL	   de	  medio	   completo,	   agitar	   para	   separar	   los	  
posibles	  agregados	  de	  células.	  	  
• Centrifugar	  a	  1200	  rpm	  durante	  5	  minutos.	  
• Resuspender	  el	  sedimento	  en	  1,2	  mL	  de	  medio	  completo	  suplementado	  con	  5%	  
de	  dimetilsulfóxido	  (Sigma	  Aldrich).	  
• Se	  pasa	  la	  suspensión	  celular	  a	  un	  vial	  de	  congelación	  	  	  
• Mantener	  en	  atmósfera	  de	  N2	  líquido	  durante	  2	  horas.	  
• Pasar	  a	  N2	  líquido	  (-­‐196	  °C)	  y	  mantener	  hasta	  que	  se	  necesiten	  las	  células	  para	  
nuevos	  estudios.	  	  	  	  
• 	  
Descongelación	  de	  las	  células.	  
Cuando	   se	   necesitaron	   células	   para	   la	   realización	   de	   nuevos	   estudios,	   se	   procedió	   a	  
descongelar	  los	  viales	  mantenidos	  en	  nitrógeno	  líquido.	  	  
Procedimiento	  
• Se	  extraen	  los	  viales	  con	  las	  células	  congeladas.	  
• Se	  introducen	  los	  viales	  rápidamente	  en	  un	  baño	  a	  37°C	  hasta	  que	  su	  contenido	  
pasa	  a	  una	  fase	  líquida.	  	  
• Se	  rocía	  el	  vial	  con	  alcohol	  de	  70°,	  se	  deja	  evaporar	  éste	  .	  
• Se	  procede,	  rápidamente,	  a	  trasvasar	  el	  medio	  con	  las	  células	  a	  un	  tubo	  cónico	  
que	  contiene	  8	  ml	  de	  medio	  de	  cultivo	  completo.	  	  
• Se	  centrifuga	  a	  1200	  rpm	  durante	  7	  minuto.	  	  
• Se	  resuspende	  el	  sedimento	  celular	  en	  4	  ml	  de	  medio	  completo.	  
• Se	   siembra	   en	   frascos	   Falcon	   de	   25	   cm2	   y	   se	   lleva	   al	   incubador	   a	   37°C	   y	  
atmósfera	  controlada.	  	  
• Al	  día	  siguiente	  se	  observa	  el	  cultivo	  con	  el	  microscopio	  de	  contraste	  de	  fases.	  
• Se	  cambia	  el	  medio	  de	  cultivo	  tres	  veces	  por	  semana.	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Figura	  6.	  Imagen	  de	  las	  células	  de	  las	  líneas	  WM-­‐266	  y	  MEL-­‐RC-­‐08	  en	  cultivo	  
	  
	  
WM-­‐266	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  MEL-­‐RC-­‐08	  
	  
	  
B.-­‐	  XENOTRANSPLANTES	  	  
	  
B.1.	  Líneas	  celulares	  de	  tumor	  primario	  y	  	  de	  tumor	  metastásico:	  
Las	   líneas	   celulares	   WM-­‐115,	   procedente	   de	   un	   tumor	   primario	   y	   la	   WM-­‐266-­‐4	  
derivada	  de	  una	  metástasis	  del	   tumor	  primario	  de	  WM-­‐115,	   (establecidas	  del	  mismo	  
paciente)	  se	  inocularon	  en	  ratones	  atímicos	  BALB/c	  athymic	  nude	  mice	  (Charles	  River,	  
Spain)	  de	  entre	  cuatro	  y	  seis	  semanas	  de	  edad,	  a	  razón	  de	  2x106	  células	  resuspendidas	  
en	  200	  μl	  de	  PBS.	  
Se	   inocularon	   10	   ratones	   con	   células	   de	   cada	   línea,	   5	   por	   vía	   subcutánea	   y	   5	  
intramuscular.	   Los	   inoculados	   con	   la	   línea	   WM-­‐115	   se	   denominaron	   L1,	   y	   los	  
inoculados	  con	  la	  línea	  WM-­‐266-­‐4,	  se	  denominaron	  L2.	  
Los	   ratones	   se	   mantuvieron	   en	   condiciones	   especiales	   de	   asepsia	   y	   se	   observaron	  
diariamente.	   Cuando	   fue	   evidente	   la	   presencia	   de	   tumores,	   estos	   se	   midieron	  
periódicamente	   hasta	   que	   alcanzaron	   aproximadamente	   1	   cm	   de	   diámetro	  máximo,	  
momento	  elegido	  para	  el	  sacrifico	  de	  los	  animales.	  Las	  muestras	  tisulares	  obtenidas	  de	  
cada	  uno	  de	  los	  tumores	  se	  dividieron	  en	  4	  fragmentos:	  
-­‐uno	   fijado	   en	   formalina	   para	   procesar	   en	   parafina	   y	   realizar	   el	   estudio	  
histológico	  e	  inmunohistoquímico,	  	  
-­‐uno	  se	  envió	  en	  fresco	  y	  en	  condiciones	  de	  esterilidad	  al	  laboratorio	  de	  cultivos	  
y	  de	  biología	  molecular.	  Se	  separaron	  muestras	  para:	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• Cultivos	  
• Obtención	  de	  ARN	  
• Estudio	  por	  citometría	  de	  flujo	  de	  marcadores	  (Centro	  de	  investigación	  
Príncipe	  Felipe)	  
-­‐	  otro	  se	  congeló	  a	  -­‐80oC	  para	  realizar	  ulteriores	  estudios.	  
Todos	   los	   procedimientos	   fueron	   realizados	   de	   acuerdo	   con	   las	   recomendaciones	   y	  
pautas	  para	  el	  cuidado	  adecuado	  de	  los	  animales	  de	  laboratorio	  y	  fue	  aprobado	  por	  el	  
Comité	  de	  Ética	  del	  Hospital	  Clínico	  Universitario	  (Incliva)	  de	  Valencia.	  	  
A	  causa	  de	  las	  diferencias	  en	  la	  velocidad	  de	  crecimiento,	  los	  tumores	  procedentes	  de	  
la	  línea	  WM-­‐266-­‐4	  se	  obtuvieron	  a	  los	  35	  días	  tras	  la	  inoculación	  y	  los	  procedentes	  de	  
la	  línea	  WM-­‐115	  a	  los	  77	  días	  de	  la	  inoculación.	  
	  
Cultivo	  de	  los	  xenotransplantes	  
La	   muestra	   tumoral	   se	   recogió	   en	   medio	   MEM	   suplementado	   con	   antibióticos:	  




• Los	  tumores	  se	  trocearon	  en	  fragmentos	  de	  1mm3	  aproximadamente.	  
• Se	   disgregaron	   en	   medio	   de	   cultivo	   suplementado	   con	   colagenasa	   al	   0,02%	  
(Sigma-­‐Aldrich).	  
• Centrifugación	  a	  1200	  rpm	  durante	  7	  min.	  
• El	  sedimento	  celular	  se	  resuspendió	  en	  8	  medio	  completo	  
• Centrifugación	  a	  1200	  rpm,	  7	  min.	  
• Las	  células	  se	  resuspendieron	  en	  8	  mL	  de	  medio	  completo.	  
• Las	  células	  se	  sembraron	  en	  dos	  frascos	  Falcon	  de	  25	  cm2.	  
Los	  cultivos	  se	  mantuvieron	  en	  condiciones	  apropiadas	  para	  establecer	  nuevas	   líneas	  
tras	  el	  xenotransplante.	  
Se	  obtuvieron	  5	  líneas	  de	  WM-­‐115	  y	  6	  de	  WM-­‐266-­‐4.	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B.2.-Xenotrasnplante de SKMEL28 CD133+/- seleccionadas por citometría de 
flujo,	  y	  MELRC08.	  
En	  un	  segundo	  tiempo,	  se	  procedió	  a	  seleccionar	   las	  células	  de	   la	   línea	  comercial	  SK-­‐
MEL-­‐28	   por	   citometría	   de	   flujo	   en	   función	   de	   la	   expresión	   del	   marcador	   de	   célula	  
madre	  CD133.	  Se	  descongeló	  previamente	  y	  se	  puso	  en	  cultivo,	  expandiéndola	  	  hasta	  
obtener	  80	  x	  10	   6	   células.	  Se	  determinó	  el	  porcentaje	  de	  células	  CD-­‐133+	  en	   la	   línea	  
original,	  que	  resultó	  ser	  de	  un	  13%.	  
Se	  procedió	   a	   la	   inoculación	  de	  50	  000	   células	  CD133+,	   resuspendidas	  en	  0,2	  mL	  de	  
PBS.,	  por	  vía	  intravenosa	  en	  un	  ratón,	  y	  por	  vía	  subcutánea/intramuscular	  a	  otro	  ratón,	  
pero	  este	  último	  murió	  al	  día	  siguiente	  de	  la	  misma.	  Los	  ratones	  se	  denominaron	  L3.	  
Paralelamente,	  se	  incubaron	  400	  000	  células	  SK-­‐MEL28/CD133-­‐,	  y	  400	  000	  de	  la	  línea	  
MEL-­‐RC-­‐08,	  por	  vía	  intravenosa	  (2	  ratones	  por	  línea),	  y	  subcutánea	  (1	  ratón	  por	  línea).	  	  
En	  la	  tabla	  14	  se	  resume	  la	  vía	  de	  inoculación	  y	  expresión	  de	  CD133	  para	  las	  dos	  líneas	  
celulares	  utilizadas	  en	  esta	  experiencia.	  
	  
Tabla	  14.-­‐Línea	  inoculada,	  vía	  de	  inoculación	  y	  expresión	  de	  CD133	  en	  la	  experiencia	  con	  
ratones	  nude	  L3.	  
	  	   LÍNEA	  CELULAR	   VÍA	  DE	  INOCULACIÓN	   CD133	  
L3R1	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   Negativo	  
L3R2	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   Negativo	  
L3R3	   SK-­‐MEL-­‐28	   Subcutánea	   Negativo	  
L3R4	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   Positivo	  
L3R5	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   Positivo	  
L3R6	   MELRC08	   Intravenosa	   Positivo	  
L3R7	   MELRC08	   Intravenosa	   Positivo	  
L3R8	   MELRC08	   Subcutánea	   Positivo	  
	  
B.3.	   Xenotrasnplante	   de	   SKMEL28	   CD133+/-­‐	   seleccionadas	   mediante	   separación	  
magnética	  
Con	  el	  método	  citado	  previamente	  se	  obtuvieron	  pocas	  células	  CD133+,	  por	  lo	  que,	  en	  
una	   tercera	   etapa,	   se	   seleccionaron	   las	   células	   de	   la	   línea	   celular	   mencionada	   en	  
función	  de	  la	  expresión	  de	  CD133,	  mediante	  separación	  magnética	  (MACs,	  MidiMACs).	  
De	  acuerdo	  con	  el	  siguiente	  protocolo.	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1. Eliminación	  de	  células	  muertas:	   se	  centrifuga	  por	  gradiente	  de	  densidad,	  y	   se	  
añade	  el	  kit	  “dead	  cell	  renoval”	  (nº	  130-­‐090-­‐101)	  
2. Muestreo	  magnético:	  
(trabajar	  rápidamente	  y	  mantener	  células	  frías)	  
-­‐determinar	  el	  número	  de	  células	  
-­‐centrifugar	  la	  suspensión	  a	  300xg,	  10	  minutos.	  Aspirar	  el	  sobrenadante	  
-­‐resuspender	  las	  células	  en	  300	  µL	  de	  buffer	  por	  cada	  108	  	  células.	  
-­‐Añadir	  100	  µL	  de	  FcR	  Blocking	  Reagent	  	  por	  cada	  108	  	  células.	  
-­‐Añadir	  100	  µL	  de	  CD133	  Micro	  Beads	  por	  cada	  	  108	  	  células.	  
-­‐Mezclar	  bien.	  Incubar	  30	  minutos	  en	  refrigerador	  (2-­‐8ºC)	  
-­‐lavar	  en	  1-­‐2	  mL	  de	  buffer/	  108	  células	  y	  centrifugar	  a	  300	  cgs,	  10	  min.	  Aspirar	  
el	  sobrenadante.	  
Resuspender	  hasta	  108	  células	  en	  50	  µL	  de	  buffer	  
3. Separación	  magnética:	  
-­‐Seleccionar	   columna	   MAC:	   LS	   y	   separador	   MAC:	   MidiMACS,	   en	   función	   del	  
número	  de	  células	  y	  del	  número	  de	  células	  CD133+.	  
-­‐Esperar	  siempre	  a	  que	  el	  reservorio	  de	  la	  columna	  esté	  vacío	  antes	  de	  iniciar	  el	  
siguiente	  paso.	  
	   1.Introducir	  la	  columna	  en	  el	  campo	  magnético	  del	  separador	  MAC.	  
	   2.Lavar	  la	  columna	  con	  3	  mL	  de	  buffer.	  
	   3.Introducir	  la	  suspensión.	  	  Guardar	  las	  células	  no	  seleccionadas.	  
	   4.	   Limpiar	   la	   columna	   con	   3	   mL	   de	   buffer,	   3	   veces.	   Las	   células	   no	  
seleccionadas	  (las	  que	  salgan)	  se	  mezclan	  con	  las	  del	  paso	  3.	  
	   5.Retirar	  l	  columna	  del	  separador	  e	  introducirla	  en	  un	  tubo	  de	  colección.	  
	   6.Pipetear	  5mL	  de	  buffer	   y	   apretar	   fuertemente	  el	   émbolo	  para	   soltar	  
las	  células	  seleccionadas.	  
	  
El	  proceso	  se	  repitió	  tres	  veces	  para	  asegurar	   la	  correcta	  separación.	  Se	  comprobó	  la	  
expresión	  de	  CD133	  en	  las	  fracciones	  resultantes	  mediante	  citometría	  de	  flujo	  (Centro	  
de	   Investigación	  Príncipe	   Felipe).	   Se	   obtuvieron	   	   3,365	   x	   106	   células	   CD133+,	   que	   se	  
inocularon	   en	   6	   ratones	   atímicos,	   a	   razón	   de	   56.000	   células	   por	   inoculación.	  
Paralelamente,	   de	   la	   fracción	   CD133-­‐,	   se	   inocularon	   también	   0,5x106	   células.	   Cada	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línea	   se	   inyectó	   en	   la	   vena	   central	   de	   la	   cola	   (4	   ratones	   por	   línea)	   y	   de	   manera	  
subcutánea	  (2	  ratones	  por	  línea).	  Además,	  se	  inocularon	  de	  la	  línea	  MEL-­‐RC08,	  0,5x106	  	  
células	   en	   dos	   ratones	   y	   1x106	   células	   en	   otros	   dos,	   en	   la	   vena	   central	   de	   la	   cola,	   y	  
1x106	   células	   por	   vía	   intramuscular	   y	   subcutánea	   en	   otros	   2	   (total:	   18	   ratones,	  
denominados	  L4)	  
En	  la	  tabla	  15	  se	  expone	  la	  vía	  de	  inoculación	  y	  la	  expresión	  de	  CD133	  para	  las	  líneas	  
inoculadas	  en	  los	  ratones	  L4	  tras	  la	  separación	  magnética.	  
 
	  
Tabla	  15.	  Línea	  celular,	  vía	  de	  inoculación	  y	  expresión	  de	  CD133	  en	  los	  xenotransplantes	  de	  
los	  ratones	  L4,	  tras	  separación	  magnética 
	  	   LÍNEA	  CELULAR	   VÍA	  DE	  INOCULACIÓN	   CD133	  
L4R1	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   +	  
L4R2	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   +	  
L4R3	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   +	  
L4R4	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   +	  
L4R5	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   -­‐	  
L4R6	   SK-­‐MEL-­‐28	   Intravenosa	   -­‐	  
L4R7	   SK-­‐MEL-­‐28	   Subcutánea	   +	  
L4R8	   SK-­‐MEL-­‐28	   Subcutánea	   +	  
LAR9	   SK-­‐MEL-­‐28	   Subcutánea	   -­‐	  
L4R10	   SK-­‐MEL-­‐28	   Subcutánea	   -­‐	  
L4R11	   MELRC08	   Intravenosa	   +	  
L4R12	   MELRC08	   Intravenosa	   +	  
L4R13	   MELRC08	   Intravenosa	   +	  
L4R14	   MELRC08	   Intravenosa	   +	  
L4R15	   MELRC08	   Subcutánea	   +	  
L4R16	   MELRC08	   Subcutánea	   +	  
	  
	  
En	   todos	   los	   casos,	   se	   evaluó	   la	   velocidad	   de	   crecimiento	   tumoral	   mediante	  
mediciones	  del	  tamaño	  tumoral	  con	  carácter	  periódico.	  	  
Tras	  su	  sacrificio,	  a	  los	  43	  días,	  las	  muestras	  tisulares	  obtenidas,	  tanto	  en	  los	  tumores	  
subcutáneos	  como	  en	  las	  metástasis,	  fueron	  separadas	  en	  4	  fragmentos:	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-­‐uno	  congelado	  en	  isopentano	  enfriado	  en	  nitrógeno	  líquido,	  y	  almacenadas	  a	  –
80ºC	   hasta	   el	   momento	   de	   su	   utilización	   en	   el	   laboratorio	   de	   biología	  
molecular.	  
-­‐otro	  introducido	  en	  medio	  de	  cultivo	  para	  el	  laboratoiro	  de	  cultivos	  .	  
-­‐otro	  en	  fresco,	  en	  condiciones	  de	  esterilidad,	  para	  citometría	  de	  flujo.	  
-­‐y	  otro	  en	   formol,	  para	   inclusión	  en	  parafina.	  Se	  obtuvieron	  de	   la	  muestra	  en	  
parafina	  secciones	  de	  aproximadamente	  4	  μm	  de	  espesor,	  sobre	   las	  que	  se	  realizó	  el	  
estudio	  morfológico.	  
C.	  CITOMETRÍA	  DE	  FLUJO	  
	  
Para	  la	  detección	  de	  biomarcadores	  de	  CMC	  y	  de	  EMT	  mediante	  citometría	  de	  flujo,	  las	  
células	   tumorales	   fueron	  despegadas,	   lavadas	  y	   resuspendidas	  en	  medio	  de	  cultivo	  a	  
106	   células	   por	  mL.	   Posteriormente,	   se	   incubaron	   100	  µL	   de	   esta	   suspensión	   celular	  
con	   cada	  uno	  de	   los	   anticuerpos	   y	   sus	   correspondientes	   controles	   isotópicos,	   con	  el	  
anticuerpo	   primario	   no	   conjugado	   para	   ABCB5	   (utilizando	   el	   anticuerpo	   secundario	  
solamente	   como	   control).	   Tras	   la	   incubación,	   las	   células	   teñidas	   con	   los	   anticuerpos	  
conjugados	  se	  lavaron	  con	  PBS	  enfriado	  en	  hielo,	  y	  resuspendidas	  en	  500	  µL	  de	  medio	  
de	   cultivo	   para	   el	   análisis	   por	   citometría	   de	   flujo	   ,	   con	   el	   citómetro	   FC500	   MCL	  
(Beckman-­‐Coulter,	  CA,	  USA)	  
	  
Los	   anticuerpos	   empleados	   fueron	   CD20,	   CD90,	   CD34	   y	   CD117,	   con	   sus	   controles	  
isotópicos,	   de	   la	   casa	   comercial	   Beckman-­‐Coulter.	   Los	   anticuerpos	   para	   CD271,	  
cadherina-­‐N	   y	   sus	   correspondientes	   controles	   isotópicos	   se	   obtuvieron	   de	   BD	  
Pharmingen.	   Los	   anticuerpos	   frente	   a	   ABCG2,	   y	   cadherina	   E,	   así	   como	   los	   controles	  
isotópico	  fueron	  suministrados	  por	  R&D	  Systems.	  Los	  anticuerpos	  frente	  a	  CD133,	  y	  su	  
control	   isotópico	   correspondiente,	   eran	   de	   la	   casa	   comercial	   Mylteni	   Biotec.	   El	  
anticuerpo	  frente	  a	  ABCB5	  no	  conjugado,	  se	  adquirió	  de	  la	  casa	  comercial	  Santa	  Cruz,	  y	  
se	  detectó	  utilizando	  un	  anticuerpo	  secundario	  marcado	  con	  FITC	  (R&D	  Systems).	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2.3.	  Estudio	  estadístico	  
	  
La	  asociación	  lineal	  entre	  dos	  variables	  cuantitativas	  se	  analizó	  mediante	  el	  coeficiente	  
de	  correlación	  lineal	  de	  Pearson.	  Si	  las	  variables	  no	  cumplían	  criterio	  de	  normalidad,	  se	  
aplicó	  el	  coeficiente	  de	  correlación	  ordinal	  de	  Spearman.	  
	  
Para	   comparar	   variables	   cualitativas,	   se	   utilizaron	   las	   pruebas	   no	   paramétricas	   de	  
Kruskal-­‐Wallis	  si	  la	  variable	  cualitativa	  incluía	  más	  de	  dos	  categorías,	  o	  la	  U	  de	  Mann-­‐
Whitney	  si	  la	  variable	  cualitativa	  incluía	  dos	  categorías	  
	  
También	  se	  ha	  realizado	  un	  análisis	  de	  regresión	   logística	  multivariante	  analizando	   la	  
variable	  desarrollo	  de	  metástasis	   con	   las	  variables	  pronósticas	  clásicas,	  utilizando	   los	  
métodos	   de	   inclusión	   por	   pasos	   para	   las	   variables	   de	   expresión	   génica	   e	  
inmunohistoquímica	   estudiadas,	   fijando	   el	   modelo	   final	   con	   aquellas	   variables	   que	  
producían	  un	  cambio	  significativo.	  
Se	  calculó	  la	  curva	  COR	  (receiver	  operating	  characteristic),	  exponiendo	  las	  áreas	  bajo	  la	  
curva,	  para	  los	  diferentes	  modelos	  predictivos.	  
Para	   todos	   los	   contrastes	   de	   hipótesis	   realizados	   se	   consideró	   significativa	   toda	  
diferencia	  que	  mostrase	  un	  valor	  de	  p<	  0,05.	  	  
Para	   el	   análisis	   de	   los	   datos	   de	   utilizó	   el	   paquete	   estadístico	   SPSS	   para	   Windows,	  
versión	  19	  (SPSS	  INcm,	  Chicago,	  IL,	  EEUU).	  
	  
Estadística	  descriptiva:	  
Se	  emplea	  para	  estudiar	  los	  diferentes	  aspectos	  o	  caracteres	  referidos	  a	  un	  conjunto	  d	  
elementos	  de	  naturaleza	  específica,	  y	  que	  reciben	  la	  denominación	  de	  variables.	  
El	  primer	  paso	  para	  el	  estudio	  estadístico	   fue	  el	   análisis,	   en	   forma	  descriptiva	  de	   las	  
variables	  cuantitativas,	  que	  se	  expresaron	  en	  la	  mayoría	  de	  ocasiones	  como	  mediana	  
+/-­‐	  desviación	  estándar	  y	  rango,	  y	  de	  las	  cualitativas,	  que	  se	  expresaron	  como	  valores	  
absolutos	  y	  porcentajes.	  
Estadística	  de	  inferencia:	  	  
Permite	  extrapolar	  los	  resultados	  de	  la	  muestra	  a	  la	  población	  que	  	  se	  está	  estudiando.	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Comprende	   las	   denominadas	   “pruebas	   paramétricas”	   en	   las	   que	   la	   población	  
estudiada	  sigue	  una	  distribución	  normal,	  y	  la	  “pruebas	  no	  paramétricas”.	  Estas	  últimas	  
son	  pruebas	  que	  por	  no	  depender	  de	   la	  distribución	  de	   la	  variable,	  no	  precisan	  de	   la	  
condición	  previa	  de	  normalidad,	   y	   no	  manejan	   los	   valores	   cuantitativos	  que	   toma	   la	  
variable	  en	  cuestión,	  sino	  únicamente	  sus	  rangos.	  Son	  pruebas	  de	  menor	  precisión	  que	  
las	   paramétricas,	   por	   lo	   que	   sólo	   	   se	   mostrarán	   como	   significativas	   diferencias	  
mayores.	   El	   uso	   de	   los	   test	   no	   paramétricos	   se	   limita	   a	   estudios	   con	   tamaños	  
muestrales	   menores	   de	   30	   en	   las	   que	   las	   poblaciones	   no	   pueden	   ser	   consideradas	  
como	   normales,	   o	   bien	   cuando	   la	   variable	   represente	   solamente	   una	   medida	  
aproximada	  del	  carácter,	  sin	  una	  valoración	  exacta.	  
En	  función	  de	  las	  variables	  estudiadas	  y	  del	  tamaño	  de	  la	  muestra	  se	  han	  empleado	  los	  
siguientes	  test	  de	  hipótesis	  para	   la	  asociación	  estadística	  entre	  dos	  variables	  (tablas	  
16	  y	  17):	  
Tabla	  16.	  Test	  paramétricos	  
VARIABLE	  1	   VARIABLE	  2	   TEST	  DE	  HIPÓTESIS	  
Dicotómica	   Dicotómica	   Chi	  Cuadrado	  






Dicotómica	   Cuantitativa	   t	  de	  Student	  
Cualitativa	  	  
(>2	  categorías)	  
Cuantitativa	   Análisis	  de	  la	  varianza	  
Cuantitativa	   Cuantitativa	   Coeficiente	  de	  correlación	  de	  Pearson	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Tabla	  17.	  Test	  no	  paramétricos	  
VARIABLE	  1	   VARIABLE	  2	   TEST	  DE	  HIPÓTESIS	  
Dicotómica	  independiente	   Cuantitativa	  (n<30)	  u	  ordinal	   U	  de	  Mann	  Whitney	  
Test	  de	  Wilcoxon	  
Dicotómica	   pareada	   o	  
dependiente	  
Cuantitativa	  (n<30)	  u	  ordinal	   Test	  de	  Wilcoxon	  
Cualitativa	  
(>2	  categorías)	  
Cuantitativa	  (n<30)	  u	  ordinal	   Kruskal	  Wallis	  
Cualitativa	  	  pareada	  
(>2	  categorías)	  
Cuantitativa	  (n<30)	  u	  ordinal	   Test	  de	  Friedman	  
Ordinal	   Ordinal	   Rho	  de	  Spearman	  
	  
Pruebas	  estadísticas	  empleadas	  en	  este	  trabajo:	  
Prueba	  de	  Kruskal-­‐Wallis	  para	  varias	  muestras	  independientes:	  
Se	  utiliza	  para	  constatar	  si	  la	  distribución	  de	  un	  parámetro,	  cuando	  menos	  ordinal,	  es	  o	  
no	  la	  misma	  en	  más	  de	  dos	  muestras	  independientes.	  Se	  trata	  por	  tanto	  de	  un	  método	  
no	  paramétrico	  para	  probar	  si	  un	  grupo	  de	  datos	  proviene	  de	  la	  misma	  población.	  	  
	  
Prueba	  de	  U	  de	  Mann-­‐Whitney	  para	  dos	  muestras	  independientes:	  
Se	  utiliza	  para	  constatar	  si	  la	  distribución	  de	  un	  parámetro,	  cuando	  menos	  ordinal,	  es	  o	  
no	   a	   misma	   en	   dos	   muestras	   independientes.	   Por	   tanto,	   se	   ha	   empleado	   para	  
constatar	  la	  homogeneidad	  de	  la	  distribución	  de	  una	  variable,	  cuando	  menos	  ordinal,	  
en	  dos	  muestras	  independientes.	  
	  
Prueba	  de	  Chi-­‐cuadrado	  (γ2	  de	  Pearson):	  
Se	   ha	   utilizado	   como	   prueba	   de	   asociación	   o	   dependencia	   entre	   dos	   variables	  
cualitativas	  (categóricas)	  siempre	  que	  la	  frecuencia	  esperada	  de	  las	  celdas	  en	  la	  tabla	  
de	  contingencia	  haya	  sido	  superior	  a	  5	  casos.	  En	  caso	  contrario,	  y	  sólo	  para	  variables	  
dicotómicas,	  se	  ha	  empleado	  el	  test	  exacto	  de	  Fisher	  (cuando	  el	  valor	  esperado	  de	  una	  
o	  más	  celdas	  era	  inferior)	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Coeficiente	  de	  correlación	  de	  Pearson:	  
Se	  ha	  empleado	  como	  una	  medida	  de	  la	  relación	  lineal	  entre	  dos	  variables	  aleatorias	  
cuantitativas.	  El	  valor	  del	  índice	  de	  correlación	  (	  r)	  varía	  en	  el	  intervalo	  [-­‐1,	  1]:	  	  
-­‐Si	   r=1,	   existe	   una	   correlación	   positiva	   perfecta.	   El	   índice	   establece	   una	  
dependencia	  total	  entre	  las	  dos	  variables	  denominada	  relación	  directa.	  Cuando	  una	  de	  
ellas	  aumenta,	  la	  otra	  también	  lo	  hace	  en	  proporción	  constante.	  
-­‐Si	   0	   <	   r	   <1,	   existe	  una	   correlación	  positiva	   (cuando	  una	  de	  ellas	   aumenta,	   la	  
otra	  también	  lo	  hace).	  
-­‐Si	   r	   =0,	   no	   existe	   relación	   lineal,	   pero	   sin	   implicar	   necesariamente	   que	   las	  
variables	   sean	   independientes,	   ya	   que	   pueden	   existir	   relaciones	   no	   lineales	   entre	  
ambas.	  
-­‐Si	   -­‐1<	   r	  <0,	  existe	  una	  correlación	  negativa	   (cuando	  una	  de	  ellas	  aumenta,	   la	  
otra	  disminuye)	  
-­‐Si	   r=-­‐1,	   existe	   una	   correlación	   negativa	   perfecta.	   El	   índice	   establece	   una	  
dependencia	  total	  entre	  las	  dos	  variables	  denominada	  relación	  inversa.	  Cuando	  una	  de	  
ellas	  aumenta,	  la	  otra	  disminuye	  en	  proporción	  constante.	  
	  
Regresión	  logística:	  
El	   modelo	   multivariante	   logístico	   expresa	   la	   probabilidad	   de	   que	   se	   desarrollen	  
metástasis	  a	  distancia	  en	  función	  de	  una	  serie	  de	  variables	  independientes.	  
El	  modelo	  logístico	  expresa	  el	  odds	  (o	  razón	  entre	  desarrollar	  metástasis	  a	  distancia	  o	  
no	  hacerlo)	  como	  función	  exponencial	  de	  las	  variables	  independientes.	  	  
La	  ecuación	  resultante	  con	  las	  variables	  obtenidas	  en	  el	  análisis	  de	  	  esta	  muestra,	  que	  
predice	   la	  posibilidad	  de	  que	  un	  melanoma	  primario	  de	  metástasis	  a	  distancia	  en	   su	  
curso	  evolutivo,	  sería	  la	  siguiente:	  Probabilidad	  de	  metástasis	  a	  distancia	  =	  1/1	  +	  e-­‐(β0+	  Σ	  
βi	   X	   i),	   donde	   Xi	   son	   las	   variables	   independientes	   (Breslow,	   ulceración,	   expresión	   de	  
CD133,	  expresión	  de	  ON/SPARC)	  y	  los	  βi	  son	  los	  coeficientes	  de	  regresión,	  que	  al	  igual	  
que	  β0,	  se	  estiman	  en	  el	  análisis.	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Curva	  ROC:	  
La	   curva	   ROC	   surgida	   del	   análisis	   de	   regresión	   logística	   representa	   la	   sensibilidad	   y	  
especificidad	   en	   función	   de	   distintos	   puntos	   de	   corte,	   que	   se	   corresponden	   con	   los	  
valores	  proporcionados	  por	  los	  propios	  test.	  	  
Se	   estima	   el	   área	   bajo	   la	   curva	   como	   un	   indicador	   de	   la	   bondad	   de	   ajuste	   de	   la	  
clasificación,	   y	   se	   interpreta	   como	   la	   probabilidad	   de	   acertar	   en	   el	   pronóstico	   del	  
melanoma,	   con	   respecto	   al	   desarrollo	   de	   metástasis	   a	   distancia.	   La	   información	   se	  
completa	  con	  la	  estimación	  de	  un	  intervalo	  de	  confianza	  al	  95%	  para	  el	  valor	  del	  área.	  	  
	  
Curva	  de	  Kaplan	  Meyer	  
Conocido	  también	  como	  del	  “limite	  del	  producto”.	  La	  característica	  distintiva	  del	  
análisis	  con	  este	  método	  es	  que	  la	  proporción	  acumulada	  que	  sobrevive	  se	  calcula	  para	  
el	  tiempo	  de	  supervivencia	  individual	  de	  cada	  paciente	  y	  no	  se	  agrupan	  los	  tiempos	  de	  
supervivencia	  en	  intervalos.	  Por	  esta	  razón	  es	  especialmente	  útil	  para	  estudios	  que	  
utilizan	  un	  número	  pequeño	  de	  pacientes.	  El	  método	  de	  Kaplan-­‐	  Meier	  incorpora	  la	  
idea	  del	  tiempo	  al	  que	  ocurren	  los	  eventos.	  
La	  validez	  de	  este	  método	  descansa	  en	  dos	  suposiciones:	  
1.	   Las	  personas	  que	  se	  retiran	  del	  estudio	  tienen	  un	  destino	  parecido	  a	  las	  que	  
quedan.	  
2.	  El	  período	  de	  tiempo	  durante	  el	  cual	  una	  persona	  entra	  en	  el	  estudio	  no	  tiene	  efecto	  
independiente	  en	  la	  respuesta.	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3.	  RESULTADOS	  Y	  DESARROLLO	  ARGUMENTAL	  
I-­‐ESTUDIO	  EN	  MELANOMAS	  HUMANOS	  
I.1.	  DESCRIPCIÓN	  DE	  LA	  MUESTRA	  
La	  tabla	  18	  recoge	  las	  características	  histopatológicas	  y	  clínicas	  de	  las	  muestras	  
seleccionadas	  para	  los	  melanomas	  primarios	  (n=70),	  y	  en	  la	  tabla	  19	  se	  muestran	  los	  
resultados	  del	  seguimiento	  clínico	  de	  los	  pacientes.	  
	  
Tabla	   18.	   Características	   histológicas	   y	   clínicas	   en	   los	  melanomas	   primarios	   seleccionados	  
para	  el	  estudio.	  
Variable	   Nº	  de	  casos	  (%)	  
Género	  
	  	  	  Femenino	  





	  	  	  <60	  





	  	  	  Extremidades	  
	  	  	  Tronco	  




6	  	  	  (9,57))	  
Breslow	  
	  	  	  <1	  





	  	  	  No	  





	  	  	  Ausente	  
	  	  	  Discontinua	  






	  	  	  Ausente	  





	  	  	  Ausente	  





	  	  	  Extensión	  superficial	  
	  	  	  Sobre	  lentigo	  maligno	  
	  	  	  Lentiginoso	  acral	  
	  	  	  Nodular	  
	  
52	  (74,29)	  
4	  	  	  (5,71)	  
5	  	  	  (7,14)	  
9	  	  	  (12,86)	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I.2.	  FACTORES	  DE	  TRANSICIÓN	  EPITELIO-­‐MESENQUIMAL	  	  Y	  	  
PROGRESIÓN	  TUMORAL	  
I.2.1.	  Relación	  con	  la	  fase	  de	  crecimiento	  tumoral:	  
I.2.1.1.	  Estudio	  inmunohistoquímico:	  
En	  los	  melanomas	  primarios,	  se	  encontraron	  diferencias	  significativas	  en	  la	  expresión	  
inmunohistoquímica	  entre	  aquellos	  que	  se	  encontraban	  en	  fase	  de	  crecimiento	  radial	  y	  
los	   que	   estaban	   en	   fase	   de	   crecimiento	   vertical.	   En	   los	   segundos,	   se	   observó	   una	  
mayor	   intensidad	  de	   inmunotinción	   frente	  a	  cadherina-­‐N	   (p=0,033)(tabla	  20)(Fig.	  7	  y	  
8),	   y	  mayor	   porcentaje	   de	   células	   positivas	   frente	   a	  osteonectina/SPARC	   (p=0,011).	  
(tabla.21)(Fig.	  9	  y	  10)	  
	  
	  
Melanomas	  primarios	  (n=70)	  
Variable	   Nº	  	  de	  casos	  (%)	   	  IL	  [mediana(rango)]	  	  
Metástasis	  en	  tránsito	  
	  	  	  No	  
	  	  	  Sí	  
	  
59	  (86,76)	  
9	  	  	  (13,24)	  
2148	  (0-­‐4031)	  
Metástasis	  ganglionar	  
	  	  	  No	  





Metástasis	  a	  distancia	  
	  	  	  No	  
	  	  	  Sí	  
	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  Cerebral	  
	  	  	  	  	  	  Ósea	  
	  	  	  	  	  	  Pulmonar	  
	  	  	  	  	  	  Ganglionar	  a	  distancia	  
	  	  	  	  	  	  Hepática	  





3	  	  	  (18,75)	  
4	  	  	  (25)	  
11	  (68,75)	  
6	  	  	  (37,5)	  
5	  	  	  (31,25)	  
3	  	  	  (18,75)	  
2210	  (0-­‐4031)	  
Exitus	  
	  	  	  No	  





IL:	  Intervalo	  libre	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Tabla	  20.	  Relación	  entre	  la	  intensidad	  de	  tinción	  para	  cadherina-­‐N	  y	  la	  fase	  de	  crecimiento	  
V.H	   N	   p	   Prueb
a	  
N-­‐cadh_i	  Fase	  
0	   1	   2	   3	  



















V.H:	  variable	  histológica	  
N:	  número	  de	  casos	  
N-­‐cadh_i:	  intensidad	  de	  tinción	  de	  cadherina-­‐N	  
(0=ausencia,	  1=débil;	  2=moderada,	  3=intensa)	  
Fase:	  0=fase	  radial;	  1=fase	  vertical	  
	  













Figura	  7.	  Intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  cadherina-­‐N	  en	  melanomas	  en	  función	  de	  la	  fase	  de	  
crecimiento	  
	  
Fase	  vertical	  (N)	  
V.IHQ	  
No	  	   Sí	  	  
Prueba	   p	  
N-­‐cadh	   17	   35	   MW	   0,709	  
ON	   16	   35	   MW	   0,011	  
FN	   17	   35	   MW	   0,535	  
OP	   16	   35	   MW	   0,131	  
V.	  IHQ:	  variable	  inmunohistoquímica	  
(N):	  número	  de	  casos	  
N-­‐cadh:	  Cadherina-­‐N	  
MW:	  Mann	  Withney	  
p:	  significación	  estadística	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Figura	  8.	  Tinción	  inmunohistoquímica	  para	  Cadherina-­‐N	  en	  melanomas	  primarios	  en	  fase	  
radial	  y	  vertical	  
	   	  
	  
Figura	  9.A	  Porcentaje	  de	  células	  positivas	  frente	  a	  osteonectina	  (ON/SPARC)	  en	  función	  de	  la	  
fase	   de	   crecimiento.	   2B:	   Proporción	   de	   células	   con	   positividad	  mayor	   o	   igual	   al	   90%	   para	  
ON/Sparc.	  
A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	  
	   	  
	  
Figura	  10.	  Tinción	  inmunohistoquímica	  para	  osteopontina/SPARC	  en	  melanomas	  primarios	  
en	  fase	  radial	  (A)	  y	  vertical	  (B).	  
A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	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I.2.1.2.	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR:	  	  
Del	  mismo	  modo,	   en	   los	  melanomas	  en	   fase	  de	   crecimiento	   vertical	   se	  observó	  una	  
mayor	   expresión	   de	   ARNm	   de	   osteonectina/SPARC,	   fibronectina	   1,y	   	   osteopontina	  
(SPP1).	  (Tabla.22)	  (Fig.11)	  
	  
Tabla	  22.	  Comparación	  de	  la	  expresión	  génica	  de	  marcadores	  de	  EMT,	  en	  la	  fase	  radial	  y	  en	  la	  fase	  
vertical	  (Test	  de	  Mann	  Withney).	  (Se	  reflejan	  únicamente	  los	  parámetros	  con	  significación	  estadística).	  
Gen	  	   Fase	  vertical	   N	   P	   Prueba	  
NO	   21	  FN1	  
Sí	   44	  
0,007	   MW	  
	  
NO	   21	  ON/SPARC	  
SÍ	   44	  
0,045	   MW	  
	  
NO	   21	  SPP1(OP)	  
SÍ	   44	  
0,000	   MW	  
	  
(N):	  se	  indica	  entre	  paréntesis	  en	  número	  de	  casos	  evaluados	  	  
	  
Figura	  11.	  Expresión	  de	  SPARC,	  FN1,	  Spp1	  en	  función	  de	  la	  fase	  de	  crecimiento	  	  
	  
	  
Así,	  los	  factores	  de	  EMT:	  fibronectina,	  osteopontina,	  y	  osteonectina/SPARC,	  mostraban	  
una	  expresión	  de	  ARN	  aumentada,	  observándose	  una	  correlación	  con	  la	  inmunotinción	  
para	   osteonectina/SPARC	   en	   la	   fase	   de	   crecimiento	   vertical.	   Sin	   embargo,	   esta	  
correlación	   se	   pierde	   en	   la	   expresión	   de	   FN	   y	   OP,	   que	   no	   muestran	   un	   aumento	  
significativo	   en	   la	   inmunotinción.	   Por	   otro	   lado	   hay	   mayor	   inmunotinción	   para	  
Cadherina-­‐N	  en	  la	  fase	  vertical,	  sin	  aumento	  en	  la	  expresión	  de	  ARNm.	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I.2.2.Relación	   con	   la	   fase	  evolutiva	  del	   espectro	  de	  progresión	   tumoral	   (melanoma	  
primario	   delgado,	   melanoma	   primario	   grueso,	   metástasis	   en	   tránsito,	   metástasis	  
ganglionar,	  metástasis	  a	  distancia)	  
	  
I.2.2.1.	  Estudio	  inmunohistoquímico:	  
	  
La	  tabla	  23	  refleja	  los	  resultados	  del	  estudio	  de	  expresión	  inmunohistoquímica	  de	  los	  
factores	  de	  EMT,	  en	  relación	  con	  la	  fase	  de	  progresión	  tumoral.	  Los	  parámetros	  no	  
reflejados	  (OP,	  FN,	  cadherina-­‐N)	  no	  mostraron	  significación	  estadística.	  	  
	  
	  





N	   KW	  	  
Parámetro	   p	  












p=0,011	   3	  vs	  4	  
4	  vs	  5	  




N:	  número	  total	  de	  casos	  
KW:	  Kuskal	  Wallis	  





Las	  metástasis	   ganglionares	  presentaron	  menor	  porcentaje	  de	   células	  positivas	  en	  el	  
estudio	   inmunohistoquímico	  con	  ON/SPARC	  que	   los	  melanomas	  primarios	   (p=0,003).	  
(Fig.	  12	  y	  13)	  .	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Figura	  12.	  Porcentaje	  de	  células	  tumorales	  con	  tinción	  citoplasmática	  frente	  a	  
osteonectina/SPARC	  en	  las	  distintas	  fases	  de	  diseminación	  
	  
Figura	  13.	  Tinción	  inmunohistoquímica	  para	  ON/SPARC	  en	  melanoma	  primario	  y	  metástasis	  
ganglionar	  




La	  intensidad	  de	  inmunotinción	  frente	  a	  OP,	  fue	  menor	  (nula	  o	  débil)	  en	  las	  metástasis,	  
que	  en	  los	  demás	  tipos	  (p=0,003),	  y	  	  en	  comparación	  con	  los	  primarios	  (p=0,003).	  Por	  
otro	  lado,	  la	  intensidad	  fue	  mayor	  en	  las	  metástasis	  ganglionares	  que	  en	  las	  metástasis	  
a	  distancia	  (p=0,018)(tabla	  24)(Fig.	  14	  Y	  15).	  El	  porcentaje	  de	  células	  positivas	  para	  OP,	  
aunque	  se	  reduce	  en	  las	  metástasis	  ganglionares	  y	  a	  distancia,	  no	  presenta	  diferencias	  
estadísticamente	  significativas.	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Tabla	  24.	  Relación	  entre	  la	  intensidad	  de	  inmunotinción	  con	  OP,	  y	  la	  fase	  de	  evolución	  
tumoral:	  
Parámetro	  clínico	  	   N	   Prueba	  
OP_i	   MW	  
	  
Fase	  de	  evolución	  
0	   1	   2	  
KW	  

























P=0,014	   1+2+3+4	  	  vs	  5	  
	  
1+2	  	  	  vs	  	  5	  
	  






OP-­‐i:	  intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  OP	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado	  o	  intenso)	  
Fase	  de	  evolución:	  1=melanoma	  primario	  delgado,	  2=	  melanoma	  primario	  grueso,	  3=metástasis	  en	  
tránsito,	  4=metástasis	  ganglionar,	  5=	  metástasis	  a	  distancia	  
KW:	  Kruskal	  Wallis.	  
MW:	  Mann	  Whitney	  
	  
	  
Figura	  14A.	  Intensidad	  de	  tinción	  y	  porcentaje	  de	  células	  positivas	  frente	  a	  Osteopontina	  en	  
las	  diferentes	  fases	  de	  diseminación	  del	  melanoma.	  13B.	  Porcentaje	  de	  células	  con	  tinción	  
para	  osteopontina.	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Figura	  15.	  Tinción	  inmunohistoquímica	  para	  Osteopontina	  en	  melanomas	  primarios	  y	  
metástasis	  




Se	  observó	  mayor	  expresión	   citoplasmática	  de	   cadherina-­‐N	  en	  melanomas	  primarios	  
que	  en	  metástasis	  a	  distancia	  (p=0,000)(Tabla	  25).	  
Se	  observó	  asimismo	  una	  variación	  de	  la	  intensidad	  de	  tinción	  en	  las	  diferentes	  fases	  
de	  evolución	   (p=0,001)	   (Tabla	  26).	  Destacó	  que	   la	   intensidad	  de	  tinción	  es	  menor	  en	  
las	  metástasis	  a	  distancia	  que	  en	  el	  resto	  de	  fases	  (Fig.	  16).	  
	  
	  
Tabla	  25.	  Diferencias	  en	  	  la	  tinción	  citoplasmática	  de	  cadherina-­‐N	  para	  las	  fases	  de	  evolución	  
Parámetro	  histológico	   N	   Prueba	  
N-­‐cadh_C	   MW	  Fase	  evolutiva	  
	  
0	   1	  
KW	  



















P=0,000	   1+2	  	  vs	  	  5	   0,000	  
N-­‐cadh_C:	  tinción	  citoplasmática	  para	  cadherina-­‐N	  (0=ausencia,	  1=presencia)	  
N:	  número	  de	  casos	  	  
Fase	  de	  evolución:	  1=melanoma	  primario	  delgado,	  2=	  melanoma	  primario	  grueso,	  
3=metástasis	  en	  tránsito,	  4=metástasis	  ganglionar,	  5=	  metástasis	  a	  distancia	  
KW:	  Kruskal	  Wallis	  
MW:	  Mann	  Withney	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Tabla	  26.	  Correlación	  entre	  la	  intensidad	  de	  inmunotinción	  para	  cadherina-­‐N	  y	  las	  fases	  de	  
evolución	  
Parámetro	  histológico	   N	   Prueba	  
N-­‐cadh_i	  Fase	  de	  evolución	  

































N-­‐cadh_i:	  intensidad	  de	  tinción	  de	  cadherina-­‐N	  (0=ausencia,	  1=débil;	  2=moderada,	  3=intensa)	  
(N):	  número	  de	  casos	  	  
Fase	  de	  evolución:	  1=melanoma	  primario	  delgado,	  2=	  melanoma	  primario	  grueso,	  3=metástasis	  en	  
tránsito,	  4=metástasis	  ganglionar,	  5=	  metástasis	  a	  distancia	  
KW:	  Kruskal	  Wallis	  
	  
	  
Figura	  16.	  Intensidad	  de	  tinción	  citoplasmática	  frente	  a	  cadherina-­‐N	  en	  las	  diferentes	  fases	  




I.2.2.1.4.	  TWIST	  	  
	  
En	   las	   metástasis	   a	   distancia	   se	   observó	   una	  menor	   expresión	   de	   Twist	   con	   patrón	  	  
nuclear	  que	  en	  las	  metástasis	  ganglionares	  (p=0,027).	  Y	  en	  las	  metástasis	  ganglionares,	  
una	  mayor	  expresión	  que	  en	   las	  metástasis	  en	  tránsito	  (p=0,006)	  (tabla	  27).	  Además,	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las	  metástasis	  a	  distancia	  mostraron	  menor	  expresión	  citoplasmática	  de	  Twist	  que	  los	  
MM	  primarios	  (p=0,042)(tabla	  28)	  (Fig.17).	  
	  
	  
Tabla	   27.	   Diferencias	   en	   la	   expresión	   nuclear	   de	   Twsist	   para	   las	   fases	   de	   evolución	   del	  
melanoma.	  
Parámetro	  histológico	   N	   Prueba	  
Twist_N	   MW	  Fase	  evolutiva	  
	  
0	   1	  
KW	  



















p=0,018	   1+2	  	  vs	  	  5	  
1+2	  	  vs	  	  3	  
4	  	  vs	  	  5	  





Twist_N:	  tinción	  nuclear	  para	  Twist	  (o=ausencia,	  1=presencia)	  
Fase	  de	  evolución:	  1=melanoma	  primario	  delgado,	  2=	  melanoma	  primario	  grueso,	  3=metástasis	  en	  
tránsito,	  4=metástasis	  ganglionar,	  5=	  metástasis	  a	  distancia	  
KW:	  Kruskal	  Wallis	  
MW:	  Mann	  Whitney	  
	  
	  
Tabla	  28.	  Estudio	  de	  la	  intensidad	  de	  inmunotinción	  para	  Twist	  citoplasmático	  en	  las	  
diferentes	  fases	  de	  evolución	  
Parámetro	  IHQ	   Fase	  de	  evolución	  
(valores	  
comparados)	  
p	   Prueba	  
1+2	  	  vs	  	  4	   0,203	   MW	  Twist_C	  
1+2	  	  vs	  	  5	   0,042	   MW	  
Twist_C:	  tinción	  citoplasmática	  de	  Twist.	  
Fase	  de	  evolución:	  1=melanoma	  primario	  delgado,	  2=	  melanoma	  primario	  grueso,	  
3=metástasis	  en	  tránsito,	  4=metástasis	  ganglionar,	  5=	  metástasis	  a	  distancia	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Figura	  17.	  Tinción	  nuclear	  frente	  a	  Twist	  en	  las	  diferentes	  fases	  de	  diseminación	  del	  
melanoma	  
	  
I.2.2.1.5.	  SNAIL	  	  
	  
Se	   observaron	   diferencias	   en	   la	   expresión	   nuclear	   de	   Snail	   en	   función	   de	   la	   fase	   de	  
evolución	  (p=000),	  y	  concretamente,	  se	  observó	  mayor	  expresión	  de	  Snail	  con	  patrón	  
nuclear	  (Snail_N)	  	  en	  metástasis	  ganglionares	  que	  en	  MM	  primarios	  (p=0,000).	  (Tabla	  
29)	   (Fig.18).	  La	  expresión	  de	  Snail	  parece	  aumentar	  selectivamente	  en	   las	  metástasis	  
ganglionares.	  
Tabla	  29.	  Correlación	  de	  la	  expresión	  nuclear	  de	  Snail	  por	  inmunohistoquímica	  con	  las	  fases	  
de	  evolución.	  
Parámetro	  histológico	   N	   Prueba	  
Snail_N	   MW	  Fase	  de	  evolución	  
	   0	   1	  
KW	  



















p=0,000	   1+2	  	  vs	  	  4	   0,000	  
N:	  número	  de	  casos	  
Snail_N:	  	  tinción	  nuclear	  para	  Snail	  (0=	  negativa;	  1=	  positiva)	  	  
Fase	  de	  evolución:	  1=melanoma	  primario	  delgado,	  2=	  melanoma	  primario	  grueso,	  3=metástasis	  en	  
tránsito,	  4=metástasis	  ganglionar,	  5=	  metástasis	  a	  distancia	  
KW:	  Kruskal	  Wallis	  
MN:	  MW:	  Mann	  Whitney	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Figura	  18.	  Tinción	  nuclear	  de	  Snail	  en	  las	  diferentes	  fases	  de	  diseminación	  del	  melanoma	  
	  
Por	   tanto,	   la	  mayoría	  de	   	   los	   factores	  de	  EMT	  estudiados	   	  disminuyeron	  en	   las	   fases	  
finales	   del	   proceso	   metastásico,	   es	   decir	   en	   las	   metástasis	   a	   distancia	   establecidas,	  
excepto	  Snail,	  que	  aumenta	  en	  las	  metástasis	  ganglionares.	  
	  
	  
I.2.2.2.	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR:	  
	  
Se	  observaron	  variaciones	  estadísiticamente	  significativas	  en	  la	  expresión	  de	  (Fig.	  19)	  
cadherina-­‐E	  (CDH1)	  (p<0,0001),	  cadherina-­‐N	  (CDH2)	  (p<0,0001),	  FN	  (p<0,0001),	  SNAIL	  
(p<0,0001),	  SPP1	   (OP)	   (p<0,0001),	   con	  mayor	  expresión	  en	   las	  metástasis	  que	  en	   los	  
primarios.	   Además,	   CDH2(p=0,002),	   FN1	   (p<0,0001),	   SNAI1	   (p=0,030),	   SNAI2	  
(p=0,030),	   ON/SPARC	   (p=0,001)	   y	   OP(SPP1)	   (p<0,0001)	   se	   expresaban	   en	   niveles	  
superiores	  en	  los	  melanomas	  gruesos	  que	  en	  los	  melanomas	  delgados.	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Figura	  19.	  Expresión	  de	  los	  genes	  CDH1,	  CDH2,	  FN1,	  SPARC,	  y	  SPP1	  en	  función	  de	  la	  fase	  





Así	   la	   expresión	   de	   ARNm	   para	   los	   genes	   FN1,	   cadherina-­‐E	   (CDH1),	   cadherina-­‐N	  
(CDH2),	  OP(SPP1),	  aumentó	  con	  la	  diseminación	  metastásica	  
La	   expresión	   del	   ARNm	   para	   osteonectina/SPARC	   aumentó	   en	   las	   fases	   iniciales	   de	  
diseminación,	  y	  disminuyó	  al	  establecerse	  las	  metástasis	  ganglionares	  y	  a	  distancia.	  
Cadherina-­‐E	  (CDH1)	  mostró	  mayor	  nivel	  de	  ARN	  en	  los	  estadios	  localizados	  e	  iniciales.	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I.2.3.	   Expresión	   de	   marcadores	   de	   EMT	   en	   relación	   con	   parámetros	   pronósticos	  
clásicos	  
	  
En	   las	   tablas	  30	  y	  31	  se	  muestran	   los	   resultados	  de	   la	  correlación	  entre	   la	  expresión	  
IHQ	   de	  marcadores	   de	   EMT	   y	   los	   parámetros	   pronósticos	   Breslow,	   Nivel	   de	   Clark	   e	  
índice	  mitósico.	  
	  
Tabla	  30.	  Correlación	  entre	  variables	  IHQ	  de	  EMT	  cuantitativas	  y	  parámetros	  pronósticos	  
clásicos.	  
Variable	  IHQ	   Prueba	   Breslow	   N.	  de	  Clark	   Mitosis	  (*)	  




































N:	  número	  total	  de	  casos	  
N.	  de	  Clark:	  Nivel	  de	  Clark	  
(*):	  número	  de	  mitosis	  por	  mm2	  
N-­‐cadh:	  cadherina-­‐N	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Tabla	  31.	  Correlación	  entre	  variables	  IHQ	  cualitativas	  de	  EMT,	  y	  variables	  clínicas	  con	  valor	  
pronóstico	  (índice	  de	  Breslow,	  nivel	  de	  Clark	  e	  índice	  mitósico)	  	  
Rango	  promedio	  (KW)	  Variable	  IHQ	   Valores	  











0,042	   17,00	  
25,59	  
33,38	  





























0,524	   20,14	  
29,48	  
16,14	  










0,363	   19	  
27,13	  
0,282	   18,50	  
27,17	  
0,261	  























0,930	   26,02	  
25,83	  
0,976	   25,94	  
26,42	  
0,940	  





0,408	   24,59	  
28,37	   0,360	   23,75	  
29,79	  
0,151	  





0,088	   25,46	  
43,50	  
0,037	   25,81	  
37,83	  
0,172	  





0,544	   22,38	  
29,29	  
0,092	   24,74	  
27,69	  
0,481	  
(N):	  número	  de	  casos	  
OP-­‐i:	  intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  OP	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado	  o	  intenso)	  
FN-­‐i:	  Intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  Fibronectina	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado;	  3=	  
intenso)ON_Por_Max:	  	  
ON_i:	  Intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  cadherina-­‐N	  (1=	  negativo	  o	  débil,	  2=moderado;	  3=	  intenso)	  
N-­‐Cadh-­‐C:	  tinción	  citoplasmática	  con	  cadherina-­‐N	  (0=ausencia,	  1=presencia)	  
N-­‐cadh_i:	  Intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  cadherina-­‐N	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado;	  3=	  intenso)	  
TWIST_N:	  Tinción	  nuclear	  con	  Twist	  (0=ausencia;	  1=núcleos	  aislados;	  2:	  >10%	  de	  células)	  
TWIST_C:	  Tinción	  citoplasmática	  con	  Twist	  (0=ausencia;	  1=presencia)	  
SNAIL_N:	  Tinción	  nuclear	  con	  Twist	  (0=ausencia;	  1=presencia)	  
SNAIL_C:	  Tinción	  citoplasmática	  con	  Snail	  (0=ausencia;	  1=presencia)	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En	  el	  caso	  de	  la	  intensidad	  de	  inmunotinción	  con	  OP,	  se	  relizó	  un	  test	  de	  Mann	  
Withney	  para	  comparar	  la	  tinción	  débil	  (0+1)	  con	  la	  intensa	  (2),	  observándose	  un	  
mayor	  índice	  de	  Breslow	  en	  los	  melanomas	  con	  tinción	  intensa	  (p=0,021).	  También	  s	  
ecomparó	  la	  ausencia	  de	  tinción	  (0)	  con	  la	  preesncia	  d	  etinción	  (1+2),	  observándose	  en	  
los	  tumores	  positivos	  un	  mayor	  índice	  de	  Breslow	  (p=0,014).	  
En	  la	  tabla	  32	  se	  muestran	  	  los	  resultados	  de	  la	  correlación	  entre	  la	  expresión	  génica	  
(por	  RT-­‐PCR)	  de	  marcadores	  de	  EMT	  y	  los	  parámetros	  pronósticos	  clásicos:	  índice	  de	  
Breslow,	  Nivel	  de	  Clark	  e	  índice	  mitósico.	  
	  
Tabla	  32.	  Estudio	  de	  la	  expresión	  de	  genes	  de	  EMT	  en	  función	  de	  las	  variables	  pronósticas:	  
índice	  de	  Breslow,	  nivel	  de	  Clark	  e	  índice	  mitósico.	  (Correlación	  de	  Pearson)	  
Gen	   Prueba	   Breslow	   N.	  de	  Clark	   Mitosis	  (*)	  


































































0,020	   0,277	  
0,025	  










N:	  número	  total	  de	  casos	  
N.	  de	  Clark:	  Nivel	  de	  Clark	  
CDH1:	  gen	  de	  la	  cadherina	  E	  
CDH2:	  gen	  de	  la	  cadherina	  N	  
(*):	  número	  de	  mitosis	  por	  mm2	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I.2.3.1.	  Índice	  de	  Breslow:	  
	  
I.2.3.1.1	  Estudio	  inmunohistoquímico:	  
	  
Los	   melanomas	   primarios	   con	   positividad	   inmunohistoquímica	   para	   OP	   tenían	   un	  
mayor	   índice	  de	  Breslow	  que	   los	  negativos	  (p=0,014)	   (tabla	  30).	  Además,	   los	  MP	  con	  
positividad	   intensa	   para	   OP	   tenían	   un	   Breslow	  mayor	   que	   los	   que	   tenían	   expresión	  
débil	   o	   nula	   (p=0,021)	   (tabla	   31).	   Por	   tanto,	   la	   intensidad	   de	   tinción	  
inmunohistoquímica	  frente	  a	  OP	  se	  correlacionó	  con	  el	  índice	  de	  Breslow.	  (Fig.	  20	  y	  21)	  
	  




Figura	  21.	  Tinción	  inmunohistoquímica	  frente	  a	  Osteopontina	  en	  melanoma	  delgado	  (Breslow	  
<1mm)	  y	  grueso	  (Breslow	  >o	  =	  a	  1)	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I.2.3.1.2.	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR:	  
	  
En	  el	  estudio	  por	  PCR	  se	  confirmó	  una	  correlación	  positiva	  del	  índice	  de	  Breslow	  con	  la	  
expresión	   de	  ARN	  de	   SPP1	   (OP)	   (p=0,001),	   además	   de	   otros	   factores	   de	   EMT:	   CDH2	  
(p=0,048),	   FN1	   (p=0,000),	   SNAIL-­‐1	   (p=0,036),	   SNAIL-­‐2	   (p=0,036),	   y	   ON/SPARC	  	  
(p=0,004).(Tabla	  32)(Fig.	  22).	  
	  
Figura	  22.	  Expresión	  por	  RT-­‐PCR	  de	  los	  genes	  SPP1,	  CDH2,	  FN1,	  SNAIL1,	  SNAIL2,	  SPARC,	  






I.2.3.2.1	  Estudio	  inmunohistoquímico:	  
Se	  observó	  que	  los	  melanomas	  con	  ulceración	  mostraron	  un	  mayor	  número	  de	  células	  
positivas	   frente	   a	   FN	   (p=0,034),	   y	   ON/SPARC	   (p=0,027)	   en	   el	   estudio	  
inmunohistoquímico	  (tabla	  33)(Fig.23).	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Tabla	  33.	  Variables	  IHQ	  de	  EMT	  en	  relación	  con	  la	  ulceración	  en	  melanomas	  primarios	  
Ulceración	  (N)	  Variable	  IHQ	  
Sí	   No	  
MW	  
N-­‐cadh	   10	   42	   p=0,567	  
ON/SPARC	   10	   41	   p=0,027	  
FN	  
10	   42	   p=0,034	  
OP	   10	   39	   p=0,120	  
(N):	  número	  de	  casos	  
N-­‐cadh:	  Cadherina-­‐N	  
MW:	  Mann	  Withney	  
	  
	  
Figura	  23.	  Porcentaje	  de	  células	  tumorales	  con	  inmunotinción	  citoplasmática	  	  frente	  a	  
fibronectina	  y	  osteonectina/SPARC,	  en	  función	  de	  la	  presencia	  de	  ulceración	  
	  
I.2.3.2.2.	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR	  
	  
En	  el	  estudio	  por	  PCR	  también	  se	  observó	  este	  incremento	  en	  la	  expresión	  de	  ARN	  	  de	  
los	  factores	  de	  EMT	  en	  los	  MP	  ulcerados	  de	  ON/SPARC	  (p=0,008),	  FN1	  (p=0,000),	  SPP1	  
(OP)	  (p=0,000),	  CDH2	  (cadherina-­‐N)(p=0,028)	  (Fig.24)	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Figura	  24.	  Expresión	  por	  RT-­‐PCR	  de	  los	  genes	  	  de	  EMT	  (SPARC,	  FN1,	  SPP1	  y	  CDH2	  en	  función	  
de	  la	  existencia	  de	  ulceración	  	  
	  
	   	  
	  
Por	  lo	  tanto,	  el	  aumento	  de	  expresión	  de	  ARN	  ,	  en	  correlación	  con	  un	  aumento	  de	  la	  
proteína	   de	   algunos	   marcadores	   de	   EMT,	   fundamentalmente	   FN1	   y	   ON/SPARC	   se	  
correlaciona	  con	  uno	  de	   los	  marcadores	  clásicos	  de	  mal	  pronóstico,	   la	  ulceración.	   	  El	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aumento	  de	  expresión	  de	  ARN	  de	  SPP1	  y	  CDH2	  no	  se	  traduce	  en	  un	  incremento	  de	  la	  
proteína	  en	  el	  estudio	  inmunohistoquímico.	  	  
I.3.	   MARCADORES	   DE	   CÉLULA	   MADRE	   CANCEROSA	   Y	  
PROGRESIÓN	  TUMORAL	  
I.3.1.	  Fase	  de	  crecimiento	  tumoral	  
I.3.1.1.	  Estudio	  inmunohistoquímico	  
No	   se	   observaron	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   en	   el	   estudio	  
inmunohistoquímico	  para	  ninguno	  de	  los	  marcadores	  estudiados.	  
I.3.1.2.	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR	  
El	   CD34	   se	   expresaba	   en	   menor	   medida	   en	   los	   melanomas	   en	   fase	   de	   crecimiento	  
vertical,	  que	  en	  los	  melanomas	  en	  fase	  de	  crecimiento	  radial	  (p=0,007)	  (Fig.	  25)	  
	  
Figura	  25.	  Expresión	  de	  ARNm	  de	  CD34	  en	  función	  de	  la	  fase	  de	  crecimiento	  (radial	  o	  
vertical)	  de	  los	  melanomas	  primarios	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I.3.2.	  Relación	  con	   la	   fase	  evolutiva	  del	  espectro	  de	  progresión	  tumoral:	  melanoma	  
primario	   delgado,	   melanoma	   primario	   grueso,	   metástasis	   en	   tránsito,	   metástasis	  
ganglionar,	  metástasis	  a	  distancia.	  
	  
I.3.2.1.	  Estudio	  con	  técnicas	  inmunohistoquímicas	  
	  
La	  tabla	  34	  muestra	  las	  correlaciones	  estadísticamente	  significativas	  entre	  la	  expresión	  
inmunohistoquímica	  de	  los	  marcadores	  de	  CMC,	  y	  las	  fase	  evolutivas.	  
	  
Tabla	  34.	  Correlación	  entre	  los	  parámetros	  IHQ	  de	  CMC	  cuantitativos,	  y	  las	  fases	  evolutivas.	  
Mann-­‐Whitney	  Parámetro	  IHQ	   Tipo	   N	   KW	  
Parámetro	   p	  












p=0,014	   3	  vs	  4	  
4	  vs	  5	  

















p=0,004	   3	  vs	  4	  
1+2	  vs	  5	  
4	  vs	  5	  





N:	  número	  total	  de	  casos	  
KW:	  Kruskal	  Wallis	  




El	   porcentaje	   de	   células	   positivas	   frente	   a	   CD133	   fue	   mayor	   en	   los	   melanomas	  
primarios	   (p=0,036),	   en	   las	   metástasis	   en	   tránsito	   (p=0,002)	   y	   en	   las	   metástasis	   a	  
distancia	  (p=0,006)	  que	  en	  las	  metástasis	  ganglionares.	  (Fig.26).	  La	  expresión	  de	  CD133	  
disminuyó	  en	  la	  diseminación	  ganglionar.	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Figura	  26.	  Porcentaje	  de	  células	  con	  inmunopositividad	  frente	  a	  	  CD133	  en	  las	  diferentes	  





El	   porcentaje	   de	   células	   positivas	   frente	   a	   ABCB5	   fue	   mayor	   en	   las	   metástasis	   en	  
tránsito	   que	   en	   las	   metástasis	   ganglionares	   (p=0,018)	   y	   que	   en	   las	   metástasis	   a	  
distancia	   (p=0,001);	   y	   mayor	   en	   los	   melanomas	   primarios	   que	   en	   las	   metástasis	   a	  
distancia	  (p=0,002).	  Por	  lo	  tanto,	  la	  expresión	  de	  ABCB5	  aumentó	  en	  las	  fases	  iniciales	  
de	  diseminación	  (MT)	  y	  disminuyó	  al	  alcanzar	  fases	  más	  avanzadas	  (MG	  y	  MD)(Fig.	  27).	  
	  
Figura	  27.	  Porcentaje	  de	  células	  con	  tinción	  citoplasmática	  frente	  a	  ABCB5	  en	  las	  diferentes	  
fases	  de	  diseminación	  del	  melanoma.	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I.3.2.1.3.	  CD34	  	  
	  
Se	   observó	   que	   los	   melanomas	   primarios	   (delgados	   y	   gruesos)	   tenían	   un	   mayor	  
porcentaje	  de	  células	  con	  expresión	  citoplasmática	  de	  CD34	  que	  las	  metástasis	  (Mann	  
Whitney,	   p=0,04).	  No	   se	   observó	   ninguna	   diferencia	   al	   estudiarlos	   en	   función	   de	   	   la	  
vascularización.	  
En	   las	   tablas	   cruzadas	   (Chi	   cuadrado)	   se	  observó	  que	   los	  melanomas	   con	   tinción	  del	  
estroma	   extratumoral	   con	   CD34,	   son	   mayoritariamente	   (81,6%)	   primarios.	   No	   se	  
encontró	  ninguna	  diferencia	  significativa	  con	   la	  tinción	  del	  estroma	  intratumoral.	  Por	  
el	  contrario	  el	  84%	  de	  los	  tumores	  primarios	  no	  mostraron	  ninguna	  positividad	  nuclear	  
frente	   a	   CD34,	   y	   de	   todos	   los	   tumores	   estudiados	   con	   tinción	   nuclear,	   el	   63%	   eran	  
metástasis.	  
	  
Por	  tanto,	  los	  melanomas	  primarios	  mostraron	  una	  mayor	  expresión	  citoplasmática	  de	  
CD34	   en	   las	   células	   tumorales,	   así	   como	   en	   las	   del	   estroma	   extratumoral,	   que	   las	  
metástasis.	   Por	   el	   contrario,	   la	   tinción	  nuclear	   de	  CD34	   en	   las	   células	   tumorales	   fue	  
más	  frecuente	  en	  las	  metástasis.	  
	  
I.3.2.2.	  Estudio	  por	  PCR:	  
	  
Se	   observaron	   variaciones	   estadísticamente	   significativas	   en	   la	   expresión	   de	   los	  
marcadores	  de	  célula	  madre	  ABCB5	   (p=0,000),	  ABCG2	   (p=0,005),	   	  CD34	   (p=0,000),	  y	  
CD133	  (p=0,000)	  (Fig.28)	  
Casi	   todos	   se	   expresaron	   progresivamente	  más	   al	   aumentar	   el	   grado	   de	   progresión	  
tumoral,	  a	  excepción	  de	  CD34,	  que	  se	  expresó	  más	  en	  melanomas	  primarios	  que	  en	  los	  
metastásicos.	  
El	  CD133	  disminuyó	  en	  las	  MG,	  con	  respecto	  a	  las	  MT.	  	  
	  
Así	  pues,	  la	  expresión	  de	  ARN	  para	  los	  genes	  ABCB5,	  ABCG2	  aumentó	  con	  la	  progresión	  
tumoral.	  La	  expresión	  del	  ARNm	  para	  CD133	  disminuyó	  en	  las	  metástasis	  ganglionares.	  
CD34	  se	  expresó	  en	  mayor	  medida	  en	  MP,	  y	  particularmente	  en	  los	  MP	  delgados	  que	  
en	  metástasis.	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Figura	  28.	  Expresión	  por	  RT-­‐PCR	  de	  marcadores	  de	  CMC	  (ABCB5,	  ABCG2,	  PROM1	  Y	  CD34)	  en	  
las	  diferentes	  fases	  de	  diseminación	  del	  melanoma.	  
	  
	  
I.3.3.	  Expresión	  de	  marcadores	  de	  célula	  madre	  tumoral	  en	  relación	  con	  parámetros	  
pronósticos	  clásicos	  
	  
La	  tablas	  35	  ,36	  y	  37	  muestran	  las	  correlaciones	  entre	  la	  expresión	  marcadores	  de	  CMC	  
y	  las	  variables	  histopatológicas	  y	  clínicas	  continuas	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Tabla	  35.	  Correlación	  entre	  variables	  IHQ	  cuantitativas	  de	  CMC	  	  y	  variables	  con	  valor	  
pronóstico:	  índice	  de	  Breslow,	  nivel	  de	  Clark	  e	  índice	  mitósico.	  (Correlación	  de	  Pearson)	  	  
Variable	  IHQ	   Prueba	   Breslow	   N.	  de	  Clark	   Mitosis	  (*)	  




















N:	  número	  total	  de	  casos	  
N.	  de	  Clark:	  Nivel	  de	  Clark	  




Tabla	  36.	  Correlación	  entre	  variables	  IHQ	  cualitativas	  de	  CMC	  	  y	  variables	  con	  valor	  
pronóstico:	  índice	  de	  Breslow,	  nivel	  de	  Clark	  e	  índice	  mitósico.	  	  
KW	  Variable	  
IHQ	  
Valores	   N	  
Breslow	   Clark	  	   Mitosis(*)	  










P=0,200	   P=0,508	   P=0,554	  










P=0,071	   P=0,017	   P=0,107	  
N:	  número	  de	  casos	  
CD133_i:	  Intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  CD133	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado;	  3=	  intenso)	  
ABCB5_i:	  Intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  ABCB5	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado;	  3=	  intenso)	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Tabla	  37.	  Correlación	  entre	  la	  expresión	  de	  ARNm	  de	  marcadores	  de	  CMC	  	  y	  variables	  con	  
valor	  pronóstico:	  índice	  de	  Breslow,	  nivel	  de	  Clark	  e	  índice	  mitósico	  
Variable	  PCR	   Correlación	  
de	  Pearson	  
Breslow	   N.	  de	  Clark	   Mitosis	  (*)	   edad	  




































































N:	  número	  total	  de	  casos	  
N.	  de	  Clark:	  Nivel	  de	  Clark	  
(*):	  número	  de	  mitosis	  por	  mm2	  
	  
I.3.3.1.	  Relación	  con	  el	  índice	  de	  Breslow	  
	  
I.3.3.1.1	  Estudio	  inmunohistoquímico	  
	  
La	  tinción	  nuclear	  de	  CD34	  se	  asoció	  a	  un	  mayor	  índice	  de	  Breslow	  (p=0,005)	  	  
Por	  el	  contrario,	  la	  tinción	  del	  estroma	  extratumoral	  se	  asoció	  a	  un	  índice	  de	  Breslow	  
más	   bajo	   (p=0,000).	   El	   resto	   de	   parámetros	   inmunohistoquímicos	   no	   mostraron	  
diferencias	  estadísticamente	  significativas	  (tablas	  35y	  36).	  
Resultados	  y	  desarrollo	  argumental	  
	   133	  
	  
I.3.3.1.2	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR	  
	  
En	  el	  estudio	  por	  PCR	  se	  confirmó	  una	  correlación	  positiva	  del	  índice	  de	  Breslow	  con	  la	  
expresión	   de	   ARN	   de	   los	   siguientes	   marcadores	   de	   célula	   madre	   cancerosa:	   ABCG2	  
(p=0,043),	  PROM-­‐1	  (CD133)	  (p=0,028);	  y	  una	  correlación	  negativa	  con	  CD34	  (p=0,011).	  
(tabla	  37)	  (Fig.	  29)	  	  
	  
Figura	  29.	  Expresión	  del	  ARNm	  de	  ABCG2,	  PROM	  1(CD133)	  Y	  CD34	  en	  función	  del	  índice	  de	  
Breslow.	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ABCG2	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  PROM1	  (CD133)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  CD34	  
	  
I.3.3.2.	  Relación	  con	  la	  ulceración:	  
	  
I.3.3.2.1	  Estudio	  inmunohistoquímico	  
	  
La	  tinción	  nuclear	   frente	  a	  CD34	  se	  asoció	  con	   la	  ulceración	  (p=0,000).	  El	  70%	  de	   los	  
melanomas	   ulcerados	   mostraban	   positividad	   nuclear	   con	   CD34,	   y	   el	   87,5	   %	   de	   los	  
melanomas	  primarios	  con	  tinción	  nuclear	  estaban	  ulcerados.	  
La	  tinción	  del	  estroma	  extratumoral	  con	  CD34	  también	  se	  relacionó	  con	  la	  ulceración,	  
pero	   en	   el	   sentido	   opuesto,	   ya	   que	   el	   92,5%	   de	   los	   tumores	   con	   tinción	   estromal	  
extratumoral	  no	  estaban	  ulcerados.	  Por	  otro	   lado,	  se	  observó	  que	  todos	   los	  tumores	  
ulcerados	  mostraban	  negatividad	  del	  estroma	  intratumoral	  frente	  a	  CD34.	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I.3.3.1.2	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR	  
	  
En	  el	  estudio	  por	  PCR	  también	  se	  observó	  un	  incremento	  en	  la	  expresión	  de	  ARN	  	  del	  
marcador	  de	  célula	  madre	  tumoral	  ABCB5	  (p=0,008).	  	  
Destacó	  sin	  embargo	  una	  mayor	  expresión	  de	  CD34	  en	  los	  MP	  no	  ulcerados	  (p=0,001).	  	  
(Fig.	  30)	  
	  
Figura	  30.	  Expresión	  del	  ARNm	  de	  ABCB5	  y	  CD34	  en	  función	  de	  la	  presencia	  de	  ulceración	  en	  
los	  melanomas	  primarios.	  
	  
	  
I.3.3.3.	  Relación	  con	  el	  índice	  mitósico:	  
	  
I.3.3.3.1	  Estudio	  inmunohistoquímico	  
	  
La	  tinción	  nuclear	  de	  CD34	  se	  asoció	  a	  un	  mayor	  número	  de	  mitosis	  (p=0,006)	  
Por	  el	  contrario,	  la	  tinción	  del	  estroma	  extratumoral	  se	  asoció	  a	  un	  número	  de	  mitosis	  
más	   bajo	   (p=0,002).	   El	   resto	   de	   parámetros	   inmunohistoquímicos	   no	   mostraron	  
diferencias	  estadísticamente	  significativas	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I.3.3.3.2	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR	  
	  
No	  se	  observó	  correlación	  estadísticamente	  significativa	  entre	  el	  número	  de	  mitosis	  y	  
las	  variables	  de	  expresión	  génica	  estudiadas.	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I.4.	  PERFILES	  DE	  EXPRESIÓN	  DE	  MARCADORES	  DE	  EMT	  Y	  
CÉLULA	  MADRE	  TUMORAL	  
	  
I.4.1.Metástasis	  versus	  melanomas	  primarios:	  
	  
En	  primer	  lugar,	  se	  comparó	  el	  perfil	  de	  las	  metástasis	  con	  respecto	  a	  los	  melanomas	  
primarios,	  para	  identificar	  factores	  diferenciales.	  
	  
I.4.1.1.	  Resultados	  en	  estudio	  por	  PCR:	  
	  
En	   las	  metástasis,	   comparado	   con	   los	  melanomas	   primarios,	   se	   observó	   una	  mayor	  
expresión	  de:	  
-­‐marcadores	  de	  célula	  madre:	  ABCB5	  (p=0,001)	  
-­‐marcadores	   de	   EMT:	   cadherina-­‐N	   (CDH2)(p=0,010),	   fibronectina	   1	   (p=0,000),	  	  
osteonectina/SPARC	  (p=0,003)	  y	  osteopontina	  (p=0,000).	  (Fig.	  31)	  
	  
Por	  otro	  lado,	  se	  observó	  una	  mayor	  expresión	  de	  CD34	  en	  los	  melanomas	  primarios	  
que	  en	  las	  metástasis.	  (Fig.	  31)	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Figura	  31.	  Comparación	  de	  la	  expresión	  de	  genes	  de	  EMT	  (CDH2,	  FN1,	  SPARC,	  SPP1)	  Y	  CMC	  
(ABCB5,	  CD34)	  por	  RT-­‐PCR	  	  en	  melanomas	  primarios	  y	  metástasis	  
	  
I.4.1.2.	  Resultados	  en	  el	  estudio	  inmunohistoquímico:	  
	  
Como	  se	  ha	  comentado	  anteriormente,	  la	  tinción	  nuclear	  frente	  a	  CD34	  es	  mayor	  en	  
metástasis	  de	  melanoma	  que	  en	  melanomas	  primarios	  
Sin	   embargo,	   se	   observó	   una	   menor	   inmunotinción	   en	   las	   metástasis	   que	   en	   los	  
primarios,	  en	  el	  estudio	  inmunohistoquímico,	  de:	  
-­‐cadherina	  N	  citoplasmática	  (en	  cuanto	  al	  porcentaje	  de	  células	  positivas)	  
-­‐osteonectina/SPARC	  (en	  cuanto	  al	  porcentaje	  de	  células	  positivas)	  (Fig.32)	  
-­‐osteopontina	  (en	  cuanto	  a	  la	  intensidad	  de	  tinción)	  
-­‐ABCB5	  (en	  cuanto	  al	  porcentaje	  de	  células	  positivas)(Fig.	  32	  y	  33)	  
-­‐CD34	  citoplasmático	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Figura	  32.	  Expesión	  inmunohistoquímica	  e	  ABCB5	  y	  osteonectina/SPARC	  en	  tumores	  
primarios	  y	  metástasis	  	  
	  
Figura	  33.	  Inmunotinción	  para	  ABCB5	  en	  tumor	  primario	  (A)	  y	  metástasis	  (B)	  (100x)	  
	   	  
	  
Figura	  34.	  Inmunotinción	  para	  ON	  en	  melanomas	  primarios	  (A)	  y	  metastásicos	  (B)	  (100x)	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I.4.2.	  Metástasis	  versus	  melanomas	  primarios	  que	  cursan	  con	  metástasis:	  
	  
En	  segundo	  lugar,	  se	  comparó	  el	  perfil	  de	  expresión	  de	  las	  metástasis	  únicamente	  con	  
los	   melanomas	   primarios	   que	   cursaron	   posteriormente	   con	   metástasis	   a	   distancia,	  
observándose	  con	  significación	  estadística	  que	   las	  metástasis	  presentaron	  una	  mayor	  
expresión	  de	  ARNm	  de	  ABCB5	  (p=0,015)	  y	  una	  menor	  expresión	  de	  CDH1	  (p=0,005).	  	  
I.4.3.	   Melanomas	   primarios	   no	   metastáticos	   versus	   melanomas	   primarios	  
metastásicos:	  	  
I.4.3.1.	  Estudio	  de	  expresión	  de	  ARN	  por	  PCR	  
I.4.3.1.1.	  Metástasis	  a	  distancia	  
En	  segundo	  lugar,	  se	  compararon	  los	  melanomas	  primarios	  que	  a	  lo	  largo	  de	  su	  curso	  
evolutivo	   dieron	  metástasis	   a	   distancia	   con	   aquellos	   sin	  metástasis	   asociadas	   (Tabla	  
38),	   observándose	   por	   PCR	   un	   aumento	   de	   expresión	   de	   ARNm	   en	   los	   que	   las	  
desarrollaron	  de:	  	  
-­‐factores	  de	  EMT:	  FN1(p=0,006),	  OP(SPP1)	  (p<0,0001)	  (Fig.	  36)	  
-­‐marcadores	  de	  célula	  madre:	  ABCG2	  (0,007).(Fig.	  35)	  
Por	  el	  contrario,	  se	  observó	  una	  mayor	  expresión	  de	  CD34	  en	  aquellos	  melanomas	  no	  
metastásicos	  (p=0,002).	  (Fig.	  36)	  
Tabla	   38.	   Marcadores	   de	   EMT	   y	   CMC	   con	   correlación	   significativa	   con	   el	   desarrollo	   de	  
metástasis	  a	  distancia	  
Variable	   Metástasis	  
a	  distancia	  
n	   rango	   MW	  (p)	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I.4.3.1.2.	  Metástasis	  ganglionares	  	  
	  
Se	  observó	  una	  mayor	  expresión	  en	  los	  melanomas	  con	  metástasis	  ganglionares	  de:	  
-­‐factores	  de	  EMT:	  FN1	  (p<0,0001),	  ON/SPARC	  (p=0,012),	  OP(SPP1)(p=0,002)	  
-­‐marcadores	  de	  célula	  madre:	  ABCB5(p=0,025),	  ABCG2	  (p=0,018).	  
	  
	  Figura	  35.-­‐Amplificación	  de	  la	  expresión	  de	  ABCB5	  en	  melanomas	  primarios	  con	  y	  sin	  
metástasis	  a	  distancia	  
	  
I.4.3.1.3.	  Metástasis	  en	  tránsito	  
	  
Se	  observó	  una	  mayor	  expresión	  de	  ARN	  en	  los	  melanomas	  con	  metástasis	  en	  tránsito	  
para	  los	  genes:	  
-­‐factores	  de	  EMT:	  FN1	  (p=0,016),	  ON/SPP1(p=0,017)	  
-­‐marcadores	  de	  célula	  madre:	  ABCB5(p=0,027),	  ABCGG2	  (p=0,026)	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Figura	  36.	  Expresión	  de	  los	  genes	  FN1,	  SPARC,	  SPP1,	  ABCG2	  Y	  CD34	  en	  melanomas	  primarios	  	  
con	  y	  sin	  metástasis	  
	  
	  
I.4.3.2.	  Resultados	  del	  estudio	  inmunohistoquímico,	  en	  melanomas	  que	  dieron	  
metástasis:	  
I.4.3.2.1.	  Metástasis	  ganglionares	  
	  
Los	  melanomas	  que	  dieron	  metástasis	  ganglionar	  en	  su	  curso	  evolutivo	  mostraron	  una	  
mayor	  expresión	   inmunohistoquímicade	   los	  marcadores	  de	  EMT:	  OP	   (p=0,029)	   y	  ON	  
(p=0,031)	   (Tabla	   39).	   No	   se	   observaron	   correlaciones	   estadísticamente	   significativas	  
entre	  el	  desarrollo	  de	  metástasis	  y	  la	  expresión	  inmunohistoquímica	  de	  marcadores	  de	  
CMC	  (Tabla	  40)	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Tabla	   39.	   Correlación	   entre	   la	   expresión	   IHQ	   de	   marcadores	   de	   EMT	   y	   desarrollo	   de	  
metástasis	  ganglionares	  
Metástasis	  ganglionares	  (N)	  Variable	  IHQ	  
No	   Sí	  
MW	  
N-­‐cadh	   44	   8	   p=0,762	  
ON	   43	   8	   p=0,031	  
FN	   44	   8	   p=0,522	  
OP	   41	   8	   p=0,029	  
(N):	  número	  de	  casos	  
N-­‐cadh:	  Cadherina-­‐N	  
MW:	  Mann	  Whitney	  
	  
Tabla	  40.	  Correlación	  entre	  la	  expresión	  IHQ	  de	  marcadores	  de	  CMC	  y	  desarrollo	  de	  
metástasis	  ganglionares	  
Metástasis	  ganglionar	  (N)	  Variable	  IHQ	  
No	  	   Sí	  
MW	  
CD133	   43	   8	   p=0,361	  
ABCB5	   44	   8	   P=0,102	  
(N):	  número	  de	  casos	  
MW:	  Mann	  Whitney	  
	  
I.4.3.2.2.	  Metástasis	  a	  distancia	  
	  
Los	  melanomas	  con	  metástasis	  a	  distancia	  en	  su	  curso	  evolutivo	  mostraron	  una	  mayor	  
expresión	  inmunohistoquímica	  de	  ON/SPARC	  (p=0,	  017)	  (Fig.	  37)	  (Tabla	  41)	  
Los	  MM	  con	  positividad	  intensa	  frente	  a	  OP	  dieron	  más	  frecuentemente	  metástasis	  a	  
distancia	  que	  los	  negativos	  (p=0,23)	  (Tabla	  43)	  
En	  el	  estudio	  de	  intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  CD133,	  los	  MM	  negativos	  no	  mostraron	  
en	  ningún	  caso	  metástasis	  ganglionar	  a	  distancia	   (p=0,053),	  ni	  metástasis	  a	  distancia	  
(p=0,007)	  (Fig.	  38	  y	  39)(tabla	  42).	  
Se	  estudiaron	  las	  diferencias	  entre	   los	  melanomas	  que	  dieron	  metástasis	  en	  su	  curso	  
evolutivo	  y	  aquellos	  que	  no	  las	  desarrollaron,	  para	  la	  expresión	  de	  CD34:	  
En	   las	   pruebas	   no	   paramétricas,	   (prueba	   de	   Mann-­‐Whitney)	   para	   la	   tinción	  
citoplasmática	   y	   la	   vascularización	   no	   se	   encontraron	   diferencias	   estadísticamente	  
significativas.	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En	   las	   tablas	   cruzadas	   para	   la	   tinción	   nuclear	   se	   observó	   una	   diferencia	   con	  
significación	  estadística	  (p<0,	  0001).	  Los	  melanomas	  sin	  tinción	  nuclear	  dan	  metástasis	  
con	   menos	   frecuencia	   (16,6%)	   que	   los	   positivos	   (75%)	   (Fig.	   40).	   No	   se	   encontraron	  
diferencias	  significativas	  para	  la	  tinción	  del	  estroma,	  ni	  intratumoral	  ni	  extratumoral	  
Tabla	   41.	   Correlación	   entre	   la	   expresión	   IHQ	   de	   marcadores	   de	   EMT	   y	   desarrollo	   de	  
metástasis	  a	  distancia	  	  
Metástasis	  a	  distancia	  (N)	  Variable	  IHQ	  
No	   Sí	  
MW	  
N-­‐cadh	   40	   12	   p=0,416	  
ON/SPARC	   39	   12	   p=0,017	  
FN	   40	   12	   p=0,411	  
OP	   37	   12	   p=0,333	  
N:	  número	  de	  casos	  
N-­‐cadh:	  Cadherina-­‐N	  
MW:	  Mann	  Whitney	  
	  
Tabla	   42.	   Correlación	   entre	   la	   expresión	   IHQ	   de	   marcadores	   de	   CMC	   y	   desarrollo	   de	  
metástasis	  a	  distancia	  	  
Metástasis	  a	  distancia	  (N)	  Variable	  IHQ	  
No	   Sí	  
MW	  
CD133	   39	   12	   p=0,162	  
ABCB5	   40	   12	   p=0,325	  
N:	  número	  de	  casos	  
MW:	  Mann	  Whitney	  
	  
Tabla	  43.	  Correlación	  entre	  variables	  IHQ	  cualitativas	  y	  desarrollo	  de	  metástasis	  a	  distancia	  	  
Parámetro	  clínico	   Parámetro	  IHQ	  (N)	  
OP_i	   CD133_i	  Parámetro	  clínico	  
0	   1	   2	  
	  




























Pearson	   p=0,042	   P=0,007	  
KW	   0	  vs	  2	  (p=0,23)	   0	  vs	  3	  (p=0,009)	  
(N):	  número	  de	  casos	  
OP-­‐i:	  intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  OP	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado	  o	  intenso)	  
CD133_i:	  Intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  CD133	  (0=negativo,	  1=débil,	  2=moderado;	  3=	  intenso)	  
KW:	  Kruskal	  Wallis	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Figura	  37.	  Porcentaje	  de	  células	  positivas	  frente	  a	  osteonectina/SPARC	  en	  melanomas	  
primarios	  con	  y	  sin	  metástasis	  
	  
Figura	   38.	   Intensidad	   de	   inmunotinción	   frente	   a	   CD133	   en	   melanomas	   primarios	   que	   dan	  
metástasis	  en	  su	  evolución	  frente	  a	  melanomas	  primarios	  que	  no	  las	  dan	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Figura	  39.	  Tinción	  inmunohistoquímica	  para	  CD133	  en	  melanomas	  primarios	  sin	  metástasis	  a	  
distancia	  y	  con	  metástasis	  a	  distancia.	  	  
	   	  
	   	  
	  
	  
Figura	  40.	  Inmunotinción	  nuclear	  para	  CD34	  en	  melanoma	  primario	  con	  metástasis	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Desglosando	  las	  metástasis	  en	  función	  de	  su	  localización,	  se	  observó	  que:	  
	  
Los	  melanomas	  que	  dieron	  metástasis	   hepáticas	  mostraron	  una	  mayor	   expresión	  de	  
ARN	  por	  PCR	  de	  de	  osteopontina	  (SPP1).	  En	  el	  estudio	  inmunohistoquímico,	  todos	  los	  
melanomas	  con	  metástasis	  hepáticas	   fueron	  positivos	  para	  OP	   (OP_i=1	  o	  2),	  además	  
de	  mostrar	  mayor	  expresión	  de	  FN	  (p=0,031)(Tabla	  44).	  
	  
Tabla	  44.	  Expresión	  de	  marcadores	  de	  EMT	  y	  CMC	  en	  el	  estudio	   IHQ	  y	  RT-­‐PCR,	  en	  relación	  
con	  la	  localización	  de	  las	  metástasis	  a	  distancia	  
Localización	   Variable	   Método	  de	  estudio	  	   P	   Prueba	  estadística	  
OP	  (SPP1)	   RT-­‐PCR	   0,030	   MW	  
OP_i	   IHQ	   0,001	   Chi	  cuadrado	  de	  
Pearson	  
Hígado	  
FN	   IHQ	   0,031	   MW	  
Piel	   CDH2	   RT-­‐PCR	   0,021	   MW	  
ABCG2	   RT-­‐PCR	   0,014	   MW	  
CDH1	   RT-­‐PCR	   0,016	   MW	  
CD133	  (PROM1)	   RT-­‐PCR	   0,039	   MW	  
Cerebro	  
OP	  (SPP1)	   RT-­‐PCR	   0,026	   MW	  
Hueso	   CDH1	   RT-­‐PCR	   0,038	   MW	  
ABCG2	   RT-­‐PCR	   0,007	   MW	  
FN1	   RT-­‐PCR	   0,005	   MW	  
OP(SPP1)	   RT-­‐PCR	   0,001	   MW	  
Pulmón	  
TWIST1	   RT-­‐PCR	   0,013	   MW	  
OP_i:	  OP-­‐i:	  intensidad	  de	  tinción	  frente	  a	  OP	  
CDH1:	  gen	  de	  la	  cadherina-­‐E	  (CDH1)	  
CDH2:	  gen	  de	  la	  cadherina-­‐N	  (CDH2)	  
	  
Los	  MP	  con	  metástasis	  cutánea	  a	  distancia	  durante	  su	  curso	  evolutivo	  mostraron	  una	  
mayor	  expresión	  de	  cadherina-­‐N	  (CDH2).	  
Los	  melanomas	  que	  dieron	  metástasis	  óseas	  mostraron	  una	  mayor	  expresión	  de	  ARN	  
por	  PCR	  De	  CDH1	  (p=0,038)	  
	  
EN	  los	  MP	  que	  dieron	  metástasis	  cerebrales	  en	  su	  curso	  evolutivo,	  se	  observó	  con	  
significación	  estadística,	  una	  mayor	  expresIón	  de	  ARNm	  de	  los	  marcadores	  de	  CMC:	  
ABCG2,	  y	  PROM1	  (CD133),	  y	  de	  marcadores	  de	  EMT:	  cadherina	  E	  (CDH1)	  	  y	  SPP1.En	  
los	  melanomas	  con	  metástasis	  pulmonares,	  los	  marcadores	  que	  se	  expresaban	  en	  
rango	  superior	  con	  significación	  estadística	  fueron	  ABCG2,	  FN1,	  OP	  (SPP1)	  y	  TWIST.
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I.5.	  ESTUDIO	  DE	  INTERVALO	  LIBRE	  DE	  METÁSTASIS	  A	  DISTANCIA	  
Y	  DE	  SUPERVIVENCIA:	  
I.5.1.	  Intervalo	  libre	  de	  metástasis	  a	  distancia	  (en	  variables	  por	  PCR)	  
	  
Se	  observó	  una	   clara	  disminución,	   estadísticamente	   significativa,	   del	   tiempo	   libre	  de	  
metástasis	   a	  distancia	  en	   los	  melanomas	  primarios	   con	  mayor	  expresión	  por	  PCR	  de	  
ARN	  de	  ABCG2	  (p=0,008)(Fig.	  41)	  
Por	  el	  contrario,	  aumentó	  el	   tiempo	   libre	  de	  metástasis	  en	   los	  que	  expresaban	  CD34	  
(p=0,007)	  (Fig.	  42)	  
	  
Por	  lo	  tanto,	  la	  expresión	  de	  ARN	  mensajero	  de	  ABCG2	  se	  correlacionó	  con	  un	  menor	  
intervalo	   libre	   de	   metástasis	   a	   distancia.	   Por	   el	   contrario,	   la	   expresión	   de	   CD34	   se	  
asoció	  a	  un	  intervalo	  libre	  de	  metástasis	  más	  largo.	  
	  
	  
Figura	  41.	  Periodo	  libre	  de	  metástasis	  a	  
distancia	  en	  función	  de	  la	  expresión	  de	  
ABCG2	  por	  PCR	  (en	  verde	  los	  melanomas	  
que	  expresan	  ABCG2)	  
	  
	  
Figura	   42.	   Periodo	   libre	   de	   metástasis	   a	  
distancia	   en	   función	   de	   la	   expresión	   de	  
CD34	   por	   PCR.	   (en	   verde	   los	   melanomas	  
con	  expresión	  de	  CD34)	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I.5.2.	  Intervalo	  libre	  de	  metástasis	  a	  distancia	  (en	  variables	  IHQ)	  
	  
Se	   encontraron	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   en	   el	   tiempo	   libre	   de	  
metástasis	   a	   distancia,	   siendo	  menor	   en	   los	  melanomas	  primarios	   que	  en	  el	   estudio	  
IHQ	  mostraban:	  
-­‐positividad	  en	  más	  del	  90%	  de	  las	  células	  tumorales	  con	  ON,	  (p=0,029)	  (Fig.	  43)	  
-­‐cualquier	   positividad	   nuclear	   frente	   a	   CD34,	   con	   una	   diferencia	   estadísticamente	  
significativa	  (p=0,000)	  (Fig.	  44)	  
Por	  lo	  tanto,	  se	  asoció	  a	  un	  intervalo	  libre	  de	  metástasis	  más	  corto,	   la	   inmunotinción	  
difusa	  en	  más	  del	  90%	  de	  las	  células	  tumorales	  frente	  a	  ON,	  y	  la	  tinción	  nuclear,	  incluso	  




Figura	  43.	  Curva	  de	  periodo	  libre	  de	  metástasis	  en	  función	  de	  la	  expresión	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Figura	  44.	  Curva	  de	  periodo	  libre	  de	  metástasis	  a	  distancia	  en	  función	  de	  la	  expresión	  nuclear	  
de	  CD34	  (en	  verde	  los	  melanomas	  que	  expresan	  CD34	  nuclear)	  
	  
	  
Intervalo	  de	  supervivencia	  	  
Se	   encontraron	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   en	   el	   tiempo	   de	  
superviviencia,	   siendo	   menor	   en	   los	   melanomas	   primarios	   que	   en	   el	   estudio	   IHQ	  
mostraban:	  
-­‐positividad	  en	  el	  95%	  de	  las	  células	  para	  CD133	  (p=0,011)	  (Fig.45)	  
-­‐positividad	  en	  más	  del	  90%	  de	  las	  células	  tumorales	  con	  ON,	  (p=0,035)	  (Fig.	  46)	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Figura	  45.	  Curva	  de	  periodo	  de	  supervivencia	  en	  función	  de	  la	  expresión	  de	  CD133	  en	  más	  
del	  95%	  de	  la	  celularidad	  .	  
	  
	  
Figura	  46.	  Curva	  de	  periodo	  de	  supervivencia	  en	  función	  de	  la	  expresión	  de	  ON/SPARC	  en	  
más	  del	  95%	  de	  la	  celularidad	  .	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I.6.	  MODELOS	  PREDICTIVOS:	  REGRESIÓN	  LOGÍSTICA	  Y	  ÁREAS	  
BAJO	  CURVA	  
I.6.1.	  Áreas	  bajo	  la	  curva	  para	  metástasis	  a	  distancia	  (Tabla	  45,	  Fig.	  47)	  
	  
En	  el	  modelo	  básico	  de	  predicción,	  incluyendo	  como	  parámetros	  el	  índice	  de	  Breslow	  y	  
la	  ulceración,	  se	  predice	  el	  89,2%	  de	  los	  casos	  de	  metástasis.	  
Al	   añadir	   a	   este	   modelo	   la	   expresión	   inmunohistoquímica	   de	   CD133	   se	   predice	   el	  
96,6%	  de	   los	   casos	   con	  metástasis.	   Sumando	   la	   inmunotinción	  para	  CD133	   y	  ON,	   se	  
alcanza	  el	  95,6%.	  
	  
Figura	  47.	  Valor	  predictivo	  para	  metástasis	  a	  distancia	  de	  los	  melanomas	  primarios.	  A:	  Curva	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Tabla	   45.	   Área	   bajo	   la	   curva	   (curvas	   COR)	   e	   intervalos	   de	   confianza	   para	   las	   variables	  
asociadas	  a	  metástasis	  a	  distancia	  
Variable	   ABC	   (IC	  95%)	  	  
Breslow+ulceración	   0,892	   (0,797-­‐0,987)	  
Breslow+ulceración+CD133	   0,966	   (0,917-­‐1,000)	  
Breslow+ulceración+ON	   0,870	   (0,746-­‐0,995)	  
Breslow+ulceración+CD133+ON	   0,956	   (0,893-­‐1,000)	  





Nuestro	   estudio	   no	   sólo	   relaciona	   la	   inmunotinción	   de	   CD133	   con	   una	   mayor	  
capacidad	  metastásica	  de	  los	  tumores	  primarios,	  sino	  que	  además	  incrementa	  el	  valor	  
predictivo	  de	  los	  parámetros	  clásicos	  (Breslow	  y	  ulceración)	  
	  
	  
82	   84	   86	   88	   90	   92	   94	   96	   98	  
Breslow	  +	  ulceración	  
Breslow	  +	  ulceración	  +	  ON	  
Breslow	  +	  ulceración	  +	  CD133	  
Breslow	  +	  ulceración	  +	  CD133	  +	  ON	  
ABC	  
ABC	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I.6.2.	  Regresión	  logística.	  
	  
En	   la	   regresión	   logística	   tomando	   como	   variable	   dependiente	   el	   desarrollo	   de	  
metástasis	  a	  distancia,	  se	  observó	  que	  el	  mejor	  modelo	  predictivo	  de	  metástasis	  es	  el	  
que	  incluye	  como	  variables	  el	  índice	  de	  Breslow	  y	  la	  tinción	  nuclear	  de	  CD34	  (a	  pesar	  
de	  que	  el	  CD34	  nuclear	  no	  fue	  significativo	  tomado	  de	  forma	  aislada).	  Existiría	  cierto	  
grado	   de	   multicolinearidad	   entre	   el	   CD34	   y	   la	   ulceración,	   aportando	   una	   mayor	  
predicción	  al	  modelo	  la	  utilización	  de	  CD34	  nuclear	  frente	  a	  la	  ulceración.	  
	  
	  
I.7.	   CORRELACIONES	   ENTRE	   LAS	   VARIABLES	  
INMUNOHISTOQUÍMICAS	   Y	   LAS	   VARIABLES	   DE	   EXPRESIÓN	  
GÉNICA	  POR	  RT-­‐PCR	  
	  
I.7.1.	  Resultados	  CD34	  	  
	  
Correlación	  entre	  la	  expresión	  fenotípica	  (IHQ)	  y	  génica	  (PCR)	  
	  
Se	  realizó	  un	  estudio	  de	  correlación	  entre	  la	  expresión	  inmunohistoquímica	  de	  CD34	  y	  
la	  expresión	  de	  ARN	  mensajero	  por	  PCR	  (Tabla	  46)	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Tabla	  46.	  Correlación	  entre	  la	  expresión	  IHQ	  de	  CD34	  y	  la	  expresión	  de	  ARNm	  de	  los	  genes	  
de	  EMT	  y	  CMC.	  
Variable	  IHQ	   Gen	   Prueba	  
p	  
PROM1	  (CD133)	   Pearson	   0,017	  
PROM1	  (CD133)	   Spearman	   0,014	  
CD34_C	  
CD133	   Spearman	   0,006	  
CD34	   KW	   0,032	  
CDH2	   KW	   0,002	  
FN1	   KW	   0,003	  
CD34_N	  
SPP1	  (OP)	   KW	   0,020	  
ABCB5	   MW	   0,001	  
ABCG2	   MW	   0,028	  
CD34	   MW	   0,000	  
CDH1	   MW	   0,000	  
CDH2	   MW	   0,000	  
FN1	   MW	   0,005	  
SPP1	  (OP)	   MW	   0,000	  
CD34_EE	  
TWIST	   MW	   0,017	  
ABCB1	   MW	   0,028	  
ABCG2	   MW	   0,001	  
CDH2	   MW	   0,048	  
CD34_EI	  
FN1	   MW	   0,018	  
CD34_C:	  tinción	  citoplasmática	  para	  CD34	  
CD34_N:	  tinción	  nuclear	  	  
CD34_EE:	  tinción	  del	  estroma	  extratumoral	  
CD34_EI:	  tinción	  del	  estroma	  intratumoral	  
	  
En	   las	  correlaciones	  paramétricas	  se	  estudió	   la	  expresión	   inmunohistoquímica	  a	  nivel	  
citoplasmático	   y	   endotelial	   vascular,	   y	   se	   correlacionó	   con	   la	   expresión	   por	   PCR	   de	  
todos	  los	  genes	  estudiados.	  
Se	   observó	   la	   existencia	   de	   correlación	   positiva	   únicamente	   de	   la	   tinción	  
citoplasmática	  de	  CD34	  con	  la	  expresión	  por	  PCR	  de	  CD34	  (p=0,017)	  
En	   las	  correlaciones	  no	  paramétricas	  (Rho	  de	  Spearman)	  se	  encontró	  una	  correlación	  
significativa	   entre	   la	   tinción	   citoplasmática	   de	   CD34	   (p=0,014),	   y	   una	   correlación	  
inversa	  con	  la	  expresión	  de	  PROM1	  (CD133)	  por	  PCR	  (p=0,006).	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Así	  mismo,	  en	  el	   test	  de	  Kruskal-­‐Wallis	   la	  expresión	  nuclear	  de	  CD34	  se	  correlacionó	  
con	   la	   expresión	   de	   ARN	   de	   CD34	   (p=0,032),	   CDH2	   (p=0,002),	   FN1	   (p=0,003),	   SPP1	  
(0,020).	  Los	  melanomas	  que	  presentaban	  inmunotinción	  nuclear	  para	  CD34	  tenían	  una	  
menor	  expresión	  de	  CD34,	  y	  mayor	  expresión	  de	  CDH2,FN1	  y	  SPP1.	  
La	  correlación	  	  de	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  con	  la	  tinción	  del	  estroma	  extratumoral	  	  se	  
estudió	   mediante	   el	   test	   de	   Mann-­‐Whitney,	   destacando	   una	   correlación	   con	   la	  
expresión	  de	  CD34	  y	  CDH1,	  e	  inversa	  con	  la	  expresión	  de	  ABCB5,	  ABCG2,	  CDH2	  y	  FN1.	  
De	   igual	   manera	   se	   observó	   una	   correlación	   inversa	   entre	   la	   tinción	   con	   CD34	   del	  
estroma	  intratumoral	  y	  la	  expresión	  por	  PCR	  de	  ABCB1,	  ABCG2,	  CDH2	  y	  FN1.	  El	  resto	  
de	  estudios	  no	  fueron	  estadísticamente	  significativos.	  
	  
1.7.2.	  Resultados	  CD133.	  
	  
En	  las	  correlaciones	  paramétricas	  (correlación	  de	  Pearson)	  se	  observó	  una	  correlación	  
de	   la	   expresión	   de	   CD133	   (porcentaje	   del	   número	   de	   células	   tumorales)	   con	   la	  
expresión	  de	  ARN	  mensajero	  de	  Twist	  ,	  correlación	  positiva	  de	  0,223	  (p=0,029)	  y	  en	  las	  
no	  paramétricas	   (Rho	  de	   Spearman)	   con	  Twist,	   con	  un	   coeficiente	  de	   correlación	  de	  
0,243	   (p=0,017)	   y	   PROM1	   (CD133)	   con	   un	   coeficiente	   de	   correlación	   de	   0,250	  
(p=0,014)	  
I.7.3.	  Resultado	  del	  resto	  de	  variables.	  
	  
En	   el	   resto	   de	   las	   variables	   se	   encontraron	   algunas	   correlaciones	   paramétricas	  
estadísticamente	  significativas	  (p<0,005)(Tabla.	  47):	  
-­‐La	  tinción	  citoplasmática	  de	  cadherina-­‐N	  se	  correlaciona	  con	  la	  expresión	  de	  ARN	  de	  
CDH2	  (p=0,	  246),	  FN1	  (p=0,285),	  SPARC	  (p=0,	  421)	  y	  TWIST(p=0,205)	  
-­‐La	  tinción	  citoplasmática	  de	  Osteopontina	  se	  correlaciona	  con	  la	  expresión	  por	  RT-­‐PCR	  
de	  ON/SPARC	  (p=0,223),e	  inversamente	  con	  Twist	  (p=0,016)	  
-­‐La	   tinción	   citoplasmática	   del	   Fibronectina	   se	   correlaciona	   inversamente	   con	   la	  
expresión	  del	  gen	  Snail	  1y	  Snail	  2.	  
-­‐La	  expresión	  citoplasmática	  de	  ABCB5	  se	  correlaciona	  inversamente	  con	  la	  expresión	  
del	  gen	  Twist.	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Tabla	   47.	   Correlaciones	   entre	   los	   parámetros	   inmunohistoquímicos	   y	   la	   expresión	   de	   los	  
genes	  de	  EMT	  y	  CMC	  
PARÁMETRO	  IHQ	   PARAMETRO	  RT-­‐PCR	   CORREACIÓN	  DE	  PEARSON	   P	  
CDH2	   0,246	   p=0,015	  
FN1	   0,285	   p=0,005	  
SPARC	   0,421	   p=0,000	  
CADHERINA-­‐N	  
TWIST	   0,205	   p=0,044	  
SPARC	   0,223	   p=0,031	  OSTEOPONTINA	  
TWIST	   -­‐0,250	   p=0,015	  
SNAIL	  1	   -­‐0,209	   p=0,040	  FIBRONECTINA	  
SNAIL	  2	   -­‐0,209	   p=0,040	  
ABCB5	   TWIST	   -­‐0,244	   p=0,016	  
	  
	  
En	  el	  estudio	  de	  correlaciones	  no	  paramétricas	  se	  observó	  también	  la	  existencia	  de	  
una	  correlación	  entre	  algunos	  parámetros	  inmunohistoquímicos	  y	  la	  expresión	  de	  los	  
genes	  por	  RT-­‐PCR	  (Tabla	  48)	  
	  
	  
Tabla	  48.-­‐Correlaciones	  paramétricas	  entre	  variables	  inmunohistoquímicas	  de	  TEM	  y	  CMC	  ,	  y	  
la	  expresión	  de	  los	  genes	  estudiados.	  
PARÁMETRO	  IHQ	   PARÁMETRO	  RT-­‐
PCR	  
RHO	  DE	  SPEARMAN	   P	  
SPARC	   0,235	   0,022	  OSTEOPONTINA	  
ABCB5	   -­‐0,219	   0,032	  
ABCB5	   -­‐0,232	   0,021	  ABCB5	  
SNAIL	  2	   -­‐0,219	   0,031	  
OSTEONECTINA	   ABCG2	   -­‐0,203	   0,045	  
CADHERINA-­‐N	   SPARC	   0,229	   0,024	  
FIBRONECTINA	   TWIST	   -­‐0,264	   0,009	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I.8.	  CORRELACIÓN	  DE	  LOS	  MARCADORES	  DE	  EMT	  Y	  CMC	  CON	  EL	  
ESTADO	  MUTACIONAL	  DE	  BRAF	  Y	  NRAS	  
I.8.1.	  Estudio	  por	  RT-­‐PCR	  de	  la	  expresión	  génica	  de	  marcadores	  de	  EMT	  y	  CMC:	  
	  
Se	  estudió	  la	  correlación	  del	  estado	  mutacional	  de	  BRAF	  y	  NRAS	  con	  la	  expresión	  de	  
genes	  relacionados	  con	  la	  EMT	  y	  con	  las	  células	  madre	  tumorales.	  
La	  expresión	  de	  ABCB5	  se	  correlacionó	  con	  mutaciones	  en	  NRAS	  (p=0,015),	  y	  con	  la	  
ausencia	  de	  mutaciones	  en	  BRAF	  (p=0,015).	  
No	  se	  observaron	  otras	  asociaciones	  estadísticamente	  significativas	  con	  el	  resto	  de	  
genes	  estudiados.	  
	  
I.8.2.	  Perfil	  inmunofenotípico	  para	  marcadores	  de	  EMT	  y	  CMC	  
I.8.2.1.	  Estado	  mutacional	  de	  BRAF:	  
	  
En	   las	  pruebas	  no	  paramétricas	   (Mann-­‐Withney)	   se	  observó	  una	  correlación	  entre	   la	  
mutación	   en	   el	   gen	   BRAF	   y	   una	   mayor	   inmunotinción	   en	   las	   células	   tumorales,	  
referente	   al	   porcentaje	   de	   células	   positivas,	   frente	   a	   osteopontina,	  
osteonectina/SPARC	  y	  fibronectina,	  todos	  ellos	  marcadores	  de	  EMT.	  
Así	  mismo,	   también	   se	   observó	   una	   correlación	   con	   la	   intensidad	   de	   inmunotinción	  
frente	   a	   osteopontina	   .	   De	   todos	   los	   melanomas	   primarios	   con	   tinción	   frente	   a	  
osteopontina	   ,	   el	   73,75%	   tenían	   una	   mutación	   en	   BRAF.	   Igualmente,	   de	   todos	   los	  
melanomas	   con	   BRAF	   mutado,	   el	   89,39%	   mostraron	   positividad	   débil,	   moderada	   o	  
intensa	  frente	  a	  osteopontina	  	  a	  nivel	  citoplasmático.	  
También	   se	   correlacionó	   con	   la	   expresión	   citoplasmática	   de	   ABCB5	   (p=0,005),	  
marcador	  de	  célula	  madre	  tumoral,	  siendo	  mayor	  el	  número	  de	  células	  con	  tinción	  en	  
los	  melanomas	  con	  mutación	  de	  BRAF.	  Los	  resultados	  se	  resumen	  en	  la	  tabla	  49.	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Tabla	  49.	  Correlación	  entre	  la	  mutación	  de	  BRAF	  y	  la	  tinción	  IHQ	  para	  marcadores	  de	  EMT	  y	  
CMC	  
Variable	  IHQ	   P	   Prueba	  
OP	   0,006	   MW	  
ON	   0,028	   MW	  
FN	   0,024	   MW	  
OP_i	   0,002	   CHI	  
ABCB5	   0,005	   MW	  
OP_I:	  Intensidad	  de	  tinción	  de	  Osteopontina	  
MW:	  Mann	  Whitney	  
CHI:	  Chi	  Cuadrado	  (Tablas	  cruzadas)	  
	  
I.8.2.2.	  Estado	  mutacional	  de	  NRAS	  	  
	  
Se	   encontró	   únicamente	   una	   relación	   casi	   estadísticamente	   significativa	   entre	   la	  
ausencia	  de	  mutación	  en	  NRAS	   (NRAS	  wild	   type)	   y	   la	   tinción	   citoplasmática	   frente	   a	  
osteopontina	   (p=0,050),	   y	   estadísticamente	   significativa	   con	   la	   tinción	   citoplasmática	  
de	   cadherina-­‐N	   (p=0,021).	   La	   mayoría	   (93,75%)	   de	   los	   tumores	   con	   positividad	  
citoplasmática	  frente	  a	  cadherina-­‐N	  	  no	  tenían	  mutación	  de	  NRAS.	  	  
	  
I.8.3.	   Estado	   mutacional	   de	   BRAF	   y	   NRAS	   en	   función	   de	   las	   variables	   clínicas	   e	  
histopatológicas:	  
	  
Se	   observó	   una	   asociación	   estadísticamente	   significativa	   entre	   el	   sexo	   y	   el	   estado	  
mutacional	   de	   estos	   genes,	   siendo	   la	   mutación	   de	   BRAF	   más	   frecuente	   en	   el	   sexo	  
masculino,	  y	  la	  de	  NRAS	  más	  frecuente	  en	  el	  sexo	  femenino.	  
Además,	  se	  observó	  que	  el	  BRAF	  estaba	  mutado	  con	  más	  frecuencia	  en	  los	  melanomas	  
con	  infiltrado	  linfocitario.	  Por	  el	  contrario,	  los	  melanomas	  con	  infiltración	  linfovascular	  
de	  nuestra	  serie	  se	  asociaban	  a	  la	  ausencia	  de	  mutación	  de	  BRAF.	  
En	   el	   resto	   de	   parámetro	   estudiados,	   incluyendo	   la	   localización,	   no	   se	   observaron	  
diferencias	  estadísticamente	  significativas.	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II.-­‐ESTUDIO	  DE	  TUMORIGENICIDAD	  EN	  LAS	  LÍNEAS	  CELULARES	  
DE	  MELANOMA	  
	  
II.1-­‐ESTUDIO	  DE	  LA	  TUMORIGENICIDAD	  DE	  LÍNEAS	  CELULARES	  
PROCEDENTES	  DE	  MELANOMA	  PRIMARIO	  (WM-­‐115)	  Y	  DE	  SU	  
METÁSTASIS	  (WM-­‐266-­‐4)	  
	  
Tras	  la	  inoculación	  de	  células	  de	  las	  líneas	  celulares	  comerciales:	  WM-­‐115,	  procedente	  
de	  un	  tumor	  primario,	  y	  	  WM-­‐266-­‐4	  derivada	  de	  una	  metástasis	  del	  tumor	  primario	  de	  
WM-­‐115,	   	   se	   desarrollaron	   lesiones	   tumorales	   en	   los	   puntos	   de	   inoculación	   para	  
ambas	   líneas,	   comprobándose	   su	   tumorigenicidad.	   No	   obstante,	   se	   apreciaron	  
diferencias	  en	  la	  velocidad	  de	  crecimiento	  de	  las	  mismas,	  desarrollándose	  más	  rápido	  
tumores	   en	   los	   ratones	   inoculados	   con	   la	   línea	   procedente	   de	   la	   metástasis	   .	   Los	  
ratones	   nude	   inoculados	   se	   sacrificaron	   cuando	   los	   tumores	   alcanzaron	   15	   mm	   de	  
diámetro,	  lo	  que	  ocurrió	  a	  los	  77	  días	  tras	  la	  inoculación	  de	  las	  células	  de	  WM-­‐115	  (L1),	  
y	  tras	  35	  días	  de	  la	  inoculación	  con	  la	  línea	  WM-­‐266-­‐4,	  metastásica	  (L2).	  
En	   las	   tablas	   50	   y	   51	   se	   muestra	   la	   evolución	   de	   peso	   de	   los	   animales	   durante	   la	  
experiencia	  de	  tumorigenicidad	  .	  	  
En	  los	  estudios	  macroscópico	  e	  histopatológico	  no	  se	  observaron	  metástasis.	  	  
Destacó	  que	  los	  tumores	  desarrollados	  por	   inoculación	  intramuscular	  presentaron	  un	  
mayor	  tamaño	  que	  los	  inoculados	  por	  vía	  subcutánea.	  En	  las	  tablas	  52	  y	  53	  se	  indican	  
los	   tamaños	  de	   los	   tumores	  producidos	   a	  partir	   de	   ambas	   líneas	   celulares,	   haciendo	  
referencia	  a	  la	  vía	  de	  inoculación	  de	  las	  células	  tumorales.	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Tabla	   50.	   Evolución	   del	   peso	   de	   los	   ratones	   xenotransplantados	   con	   la	   línea	   WM-­‐115	  
procedente	  de	  melanoma	  primario	  
XENOTRANSPLANTE	  a	  partir	  de	  la	  	  
LÍNEA	  CELULAR	  WM-­‐115	  
peso	  día	  8	   peso	  día	  28	  	   peso	  día	  77	  
L1-­‐1	   25,1g	   29,3g	   30,4g	  
L1-­‐2	   27,4g	   29,7g	   29,2g	  
L1-­‐3	   30,7g	   27,7g	   28,2g	  
L1-­‐4	   28,3g	   31,3g	   30,3g	  
L1-­‐5	   28,3g	   26g	   36,5g	  
Peso	  en	  gramos	  (g)	  
	  
	  
Tabla	   51.	   Evolución	   del	   peso	   en	   ratones	   xenotransplantados	   con	   la	   línea	   WM-­‐266-­‐4	  
procedente	  de	  un	  melanoma	  metastásico	  	  
XENOTRANSPLANTE	  a	  partir	  de	  la	  	  
	  LÍNEA	  CELULAR	  	  WM-­‐266-­‐4	  
peso	  día	  8	   peso	  	  día	  28	   peso	  día	  35	  
L2-­‐1	   26,1g	   29,5g	   31,3g	  
L2-­‐2	   30,2g	   25,2g	   29g	  
L2-­‐3	   27,9g	   30,6g	   28,8g	  
L2-­‐4	   23,4g	   34,8	   30,5g	  
L2-­‐5	   28,3g	   36,7g	   26,7g	  
Peso	  en	  gramos	  (g)	  
	  
	  
Tabla	  52.	   Tamaño	  del	   tumor	  obtenido	  a	  partir	  de	   las	   células	   inoculadas	   	   con	   la	   línea	  WM-­‐
266-­‐4	  (melanoma	  metastásico)	  
	   LOCALIZACION	   TAMAÑO	  TUMOR	  (mm)	   PESO	  TUMOR	  
	  (g)	  
L2-­‐1	   im	   26,4	  x	  20,3	  x	  15,4	  	   3,6	  
	   sc	   26,3x11,7x13	   0,9	  
L2-­‐2	   im	   28,2x18,6x16	   3,1	  
	   sc	   30,3x5,6x7,8	   1,1	  
L2-­‐3	   im	   16,1x13,7x11,1	   1,4	  
	   sc	   Ausente	   0	  
L2-­‐4	   im	   15,1x4,6x35,8	   2,8	  
	   sc	   12,6x21,6x18	   0,6	  
L2-­‐5	   im	   28,4x8,8x17,3	   3,8	  
	   sc	   21,3x17,3x12,3	   1,2	  
mm:	  milímetros	  ;	  g:	  gramos	  
im:	  intramuscular	  
sc:	  subcutánea	  
Resultados	  y	  desarrollo	  argumental	  
	   161	  
Tabla	  53.	  Tamaño	  tumoral	  en	  el	  momento	  del	  sacrificio	  de	  los	  ratones	  inoculados	  con	  la	  línea	  
WM-­‐115	  (melanoma	  primario)	  
	   LOCALIZACION	   TAMAÑO	  TUMOR	  (mm)	   PESO	  TUMOR	  
	  (g)	  
im	   0,88x0,63x0,42	   2,8	   	  L1-­‐1	  
sc	   0,42x0,48x0,37	   0,2	  
im	   0,99x0,7x0,57	   3	  L1-­‐2	  
sc	   0,88x0,47x0,33	   1,4	  
im	   0,68x0,46x0,34	   1,1	  L1-­‐3	  
sc	   0,42x0,3x0,2	   0,2	  
im	   20,3x13,3x7,7	   1,9	  L1-­‐4	  
sc	   13,95x9,9x6,2	   0,5	  
im	   25,7x19,3x14,99	   5,6	  L1-­‐5	  






El	   estudio	  histopatológico	   reveló	  que	   los	   tumores	   xenotransplantados	  a	  partir	  de	   las	  
células	   de	   melanoma	   en	   cultivo	   estaban	   formados	   por	   células	   melánicas	   atípicas,	  
densamente	   dispuestas,	   de	  morfología	   variable,	   fusiforme	  o	   epitelioide,	   con	  núcleos	  
grandes	   hipercromáticos,	   mitosis,	   focos	   de	   necrosis,	   y	   con	   un	   infiltrado	   linfocitario	  
asociado,	  como	  se	  recoge	  en	  las	  tablas	  adjuntas	  (tablas	  54	  y	  55).	  	  
Se	   observa	   que	   la	   necrosis	   y	   la	   morfología	   epitelioide	   son	   más	   frecuentes	   en	   los	  
tumores	  obtenidos	  de	  la	  línea	  metastásica,	  	  y	  a	  su	  vez,	  tienen	  un	  promedio	  de	  mitosis	  
más	   elevado	   que	   los	   tumores	   derivados	   de	   la	   línea	   primaria	   (59	   frente	   a	   23,4).	   Las	  
características	  histopatológicas	  quedan	  reflejadas	  en	  las	  tablas	  54	  y	  55.	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Tabla	   54.	   Características	   histopatológicas	   de	   los	   tumores	   xenotransplantados	   con	   la	   línea	  
derivada	  de	  melanoma	  primario	  WM-­‐115	  (L1)	  
	  
TUMOR	   CELULARIDAD	   MITOSIS/10HPF	   INFLAMACIÓN	   INFILTRACIÓN	   NECROSIS	  
L1-­‐1	  IM	   FUSIFORME	   27	   NO	   MUSCULAR	   NO	  
L1-­‐1	  SC	   EPITELIOIDE	   16	   LEVE	  	   SUBCUTÁNEA	  	   NO	  
L1-­‐2	  IM	   FUSIFORME	  
>EPITELIOIDE	  
24	   LEVE	   MUSCULAR	   SÍ	  
L1-­‐2	  SC	   FUSIFORME	  
>EPITELIOIDEE	  
30	   LEVE	   MUSCULAR	  
PERINEURAL	  
Sí	  
L1-­‐3	  IM	   FUSIFORME	   20	   NO	   MUSCULAR	   NO	  
L1-­‐3	  SC	   FUSIFORME	  
CON	  CLONES	  
EPITELIOIDES	  
17	   NO	   SUBCUTÁNEA	   SÍ	  
L1-­‐4	  IM	   FUSIFORME	  Y	  
EPITELIOIDE	  
28	   LEVE	  	   MUSCULAR	  
PERIOSTAL	  
SÍ	  
L1-­‐4	  SC	   EPITELIOIDE	   21	   LEVE-­‐
MODERADA	  
MUSCULAR	   NO	  
L1-­‐5	  IM	   EPITELIOIDE	  	  Y	  
FUSIFORME	  
22	   MODERADA	   MUSCULAR,	  
PERINEURAL	  
SÍ	  




29	   NO	   SUBCUTÁNEA,	  
MUSCULAR	  
NO	  
IM:	  intramuscular,	  SC:	  subcutáneo	  
	  
	  
Resultados	  y	  desarrollo	  argumental	  
	   163	  
	  
Tabla	  55.	  Características	  histopatológicas	  de	  los	  tumores	  xenotransplantados	  con	  la	  línea	  
derivada	  de	  melanoma	  metastásico	  WM166-­‐4	  (L2)	  
	  
TUMOR	   CELULARIDAD	   MITOSIS/10HPF	   INFLAMACIÓN	   INFILTRACIÓN	   NECROSIS	  
L2-­‐1	  IM	   EPITELIOIDE	   92	   PERITUMORAL	  
Y	  EN	  
NECROSIS	  
MUSCULAR	   SÍ	  
L2-­‐1	  SC	   EPITELIOIDE	   53	   ASOCIADA	  A	  
NECROSIS	  
SUBCUTÁNEA	   SÍ	  





L2-­‐2	  SC	   EPITELIOIDE	   64	   ASOCIADA	  A	  
NECROSIS	  
SUBCUTÁNEA	   SÍ	  
L2-­‐3	  IM	   EPITELIOIDE	   61	   ASOCIADA	  A	  
NECROSIS	  
MUSCULAR	   SÍ	  
L2-­‐4	  IM	   EPITELIOIDE	   60	   ASOCIADA	  A	  
NECROSIS	  
MUSCULAR	   SÍ	  
L2-­‐4	  SC	   EPITELIOIDE	   46	   ASOCIADA	  A	  
NECROSIS	  
SUBCUTÁNEA	   SÍ	  
L2-­‐5	  IM	   EPITELIOIDE	   56	   ASOCIADA	  A	  
NECROSIS	  
MUSCULAR	   SÍ	  
L2-­‐5	  SC	   EPITELIOIDE	   43	   ASOCIADA	  A	  
NECROSIS	  
SUBCUTÁNEA	   SÍ	  
IM:	  intramuscular,	  SC:	  subcutáneo	  
	  
	  
II.2.	  TUMORIGENICIDAD	  DE	  LA	  LÍNEA	  SK-­‐MEL-­‐28	  EN	  FUNCIÓN	  
DE	  LA	  EXPRESIÓN	  DE	  CD133	  	  Y	  DE	  LA	  LÍNEA	  CD133+	  MEL-­‐RC-­‐08	  
	  
Tras	  140	  días	  de	  seguimiento	  (tabla	  56)	  en	  los	  ratones	  inoculados	  por	  vía	  intravenosa	  	  
(L3R1,	   L3R2,	   L3R3,	   L3R4,	   L3R5,	   L3R6,	   L3R7)	   no	   se	   observó	   desarrollo	   de	   lesiones	  
tumorales.	  Tras	  el	  estudio	  necrópsico,	  se	  confirmó	  la	  ausencia	  de	  lesiones	  metastásicas	  
en	  estos	  mismos	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Tabla	  56.	  Tabla	  de	  evolución	  del	  peso	  de	  los	  ratones	  nude	  L3	  tras	  inoculación	  intravenosa	  e	  
intramuscular/subcutánea	   de	   células	   SK-­‐MEL-­‐28	   CD133+,	   SK-­‐MEL-­‐28	   CD133-­‐,	   y	   Mel-­‐RC-­‐08
	  
En	   los	   ratones	  con	   inoculación	  por	   las	  vías	   intramuscular	  y	  subcutánea,	  se	  desarrolló	  
tumoración	  palpable	  en	  L3R3,	  xenotransplantado	  con	  células	  SK-­‐MEL-­‐28	  sin	  expresión	  
de	   CD133(CD133-­‐),	   y	   en	   L3R8,	   inoculado	   por	   vía	   subcutánea	   e	   intramuscular	   con	  
células	  de	  la	  línea	  Mel-­‐RC-­‐08,	  que	  contiene	  un	  84%	  de	  células	  CD133	  +.	  Pero	  el	  tumor	  
observado	  en	  L3R8	  no	   se	  pudo	  valorar	  porque	  el	   ratón	  murió	  días	  antes	  de	   la	   fecha	  
prevista	  para	  el	  sacrificio.	  No	  se	  desarrollaron	  tumores	  valorables	  en	  las	  inoculaciones	  
a	  partir	  de	  células	  CD133+	  de	  SK-­‐MEL-­‐28.	  
	  
II.3.	   TUMORIGENICIDAD	   DE	   LAS	   CÉLULAS	   CD133+	   Y	   CD133-­‐,	  
OBTENIDAS	   POR	   SEPARACIÓN	   MAGNÉTICA	   A	   PARTIR	   DE	   LA	  
LÍNEA	  SK-­‐MEL-­‐28	  Y	  COMPARACIÓN	  CON	  LAS	  LÍNEAS	  SK-­‐MEL-­‐28	  
Y	  MEL-­‐RC08.	  
	  
Se	   siguió	   la	   evolución	   de	   los	   ratones	   observando	   la	   aparición	   de	   tumoraciones	  
macroscópicamente	  detectables,	  procediendo	  en	  ese	  caso	  a	  su	  medición	  (volumen	  en	  
mm3,	  de	  acuerdo	  a	  la	  fórmula:	  	  VT (mm3)=TT /6 x 0’5 x longitud x (anchura)2),	  y	  




















R1	   29´2	   30’4	   31’4	   31’6	   32’7	   32’7	   34	   33’1	   32’7	  
R2	   29´8	   32’9	   32’3	   32’7	   33’5	   33’3	   35’5	   36	   34’7	  
R3	   29	   30’5	   31’2	   28’2	  *	   31’5	   33’5	   30’4	   30’9	   NV	  
R4	   27´3	   29’5	   31’8	   29’6	   33’3	   31’8	   33’9	   33’3	   33’4	  
R5	   29´1	   35’2	   30	   32	   33’3	   29’4	   30’6	   31	   27’2	  
R6	   26´3	   27’5	   27’9	   28’9	   30’6	   29’8	   30’1	   30’9	   30	  
R7	   30´5	   32’3	   32’2	   34’1	   34’2	   34’7	   35’5	   33’9	   35’5	  
R8	   29	   30’8	   30’3	   32	  	   32’5	   32’9	  *	   31’8	   24’7	   NV	  	  
NV:	  NO	  VALORABLE	  por	  deceso	  del	  nude	  NULI	  8	  	  
Peso	  en	  gramos	  
*	  aparición	  de	  tumor	  palpable	  en	  la	  zona	  de	  inoculación)	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Sólo	   se	   objetivó	   el	   desarrollo	   de	   tumor	   en	   vivo	   en	   los	   ratones	   con	   inoculación	  
subcutánea,	  observándose	  un	  mayor	  volumen	  tumoral	  en	   los	  ratones	   inoculados	  con	  
la	  línea	  MEL-­‐RC-­‐08,	  con	  alto	  porcentaje	  de	  células	  CD133	  +,	  que	  en	  los	  inoculados	  con	  
la	   línea	  SK-­‐MEL-­‐28.	  Los	  tamaños	  tumorales	  en	  los	  ratones	  inoculados	  con	  la	   línea	  SK-­‐
MEL-­‐28	   fueron	   similares	   ,	   independientemente	   de	   la	   positividad	   o	   negatividad	   para	  
CD133	  de	  las	  células	   inoculadas.	  Lamentablemente	  la	  muestra	  fue	  escasa	  debido	  a	   la	  
falta	  de	  desarrollo	  de	  tumores	  en	  los	  ratones	  con	  inoculación	  intravenosa	  y	  al	  deceso	  
de	   algunos	   ratones	   durante	   el	   proceso.	   La	   evolución	   del	   volumen	   tumoral	   de	   los	  
xenotransplantes	  en	  los	  ratones	  L4	  se	  recoge	  en	  la	  tabla	  57.	  
A	  los	  175	  días	  de	  la	  inoculación	  se	  procedió	  al	  sacrificio	  de	  los	  ratones	  para	  su	  estudio	  
necrópsico.	   Se	   constató	   una	   única	   metástasis	   a	   distancia,	   de	   localización	  
retroperitoneal,	   en	   un	   ratón	   con	   inoculación	   intravenosa	   de	   células	   SKMEL-­‐28,	  
CD133+.	  (Fig.48).	  
	  
Tabla	  57.	  Evolución	  del	  volumen	  tumoral	  de	  los	  xenotransplantes	  en	  los	  ratones	  L4	  
















L4R2	   SKMEL	   +	   iv	   0	   0	   0	   0	   0	   0	   0	   663,66	  
L4R7	   SKMEL	   +	   sc	   0	   0,26	   3,14	   0,26	   190,85	   32,72	   150,8	   261,8	  
L4R15	   MELRC	   +	   sc	   0	   0,52	   392,7	   10,47	   94,25	   261,8	   872,32	   1178,1	  
L4R16	   MELRC	   +	   sc	   0,26	   0,26	   65,45	   2,09	   167,55	   261,8	   942,48	   1340,41	  
L4R9	   SKMEL	   -­‐	   sc	   0,52	   45,82	   9,42	   0,52	   0,52	   20,94	   897,97	   261,8	  
L4R10	   SKMEL	   -­‐	   sc	   0	   0,39	   1,31	   0,06	   3,14	   94,25	   217,82	   233,26	  
SKMEL:	  Línea	  SK-­‐MEL-­‐28;	  MELRC:	  Línea	  MEL-­‐RC08	  con	  84%	  de	  células	  CD133+	  
VI:	  vía	  de	  inoculación	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Figura	  48.	  Necropsia	  de	  los	  ratones	  L4.	  
	   	  
	  
Figura	  49.	  Tumores	  obtenidos	  a	  partir	  de	  xenotransplantes	  




Una	  vez	  disecados	  los	  tumores	  (Fig.49)	  se	  tomó	  una	  muestra	  para	  estudio	  morfológico	  
(Fig.	   50)	   y	   para	   cultivo	   (Fig.	   51)	   y	   el	   resto,	   se	   procesó	   para	   el	   estudio	   mediante	  
citometría	   de	   flujo	   de	   la	   expresión	   de	   marcadores	   de	   EMT	   y	   de	   células	   madre,	   en	  
comparación	  a	  las	  líneas	  primarias	  SK-­‐MEL.28	  y	  MELRC08.	  Los	  resultados	  obtenidos	  se	  
exponen	  en	  la	  tabla	  58.	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Tabla	  58.	  Expresión	  de	  marcadores	  de	  EMT	  y	  célula	  madre	  en	  los	  tumores	  obtenidos	  por	  
xenotransplante,	  mediante	  citometría	  de	  flujo.	  
	  	   L4R2*	   L4R7	   LAR9	   L4R10	   L4R15	   L4R16	   LÍNEAS	  ORIGINALES	  
Línea	  de	  
procedencia	  
SK-­‐MEL28	  MG	   MELRC08	   SK-­‐MEL28	   MELRC08	  
CD133	  pre	   +	   +	   -­‐	   -­‐	   86%	   86%	   	  13%	   	  86%	  
NCAD	   0	   0	   0	   0,19	   8,47	   1,4	   7	   61,27	  
ECAD	   1,57	   47,34	   84,68	   77,19	   81,76	   63,11	   10	   16	  
CD20	   0	   0	   0	   0	   0	   0	   0	   0	  
ABCG2	   0,04	   5,16	   6,47	   3,16	   2,61	   5,47	   0,98	   2,61	  
MDR1	   1,53	   39,06	   35,36	   30,33	   14,06	   59,74	   5,18	   7,87	  
ABCB5	   0	   0	   0	   0	   5,65	   4,62	   1,06	   0	  
CKIT	   0	   0	   0,51	   0	   42,62	   0	   0	   3,17	  
CD34	   0	   0	   0	   0	   0	   0	   0	   1,37	  
CD90	   0,04	   2,45	   3,58	   2,17	   0,79	   0	   0	   0	  
CD271	   0	   3,08	   0	   0	   1,18	   0,69	   4,68	   8,44	  
CD133	   18,95	   29,45	   7,79	   8,48	   50,31	   37,18	   12,23	   82,03	  
SK-­‐MEL20	  MG:	  línea	  SK-­‐MEL-­‐28	  con	  separación	  magnética	  en	  función	  de	  la	  expresión	  de	  CD133.	  
CD133	  pre:	  expresión	  de	  CD133	  antes	  de	  la	  inoculación	  	  
NR:	  separación	  magnética	  no	  realizada.	  Se	  trata	  de	  las	  líneas	  celulares	  iniciales.	  




Figura	  50.	  Imagen	  histológica	  de	  la	  metástasis	  obtenida	  en	  L4R2(A),	  y	  del	  tumor	  subcutáneo	  
en	  L4R16	  (B)	  (H.E	  200x)	  
A.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B.	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Figura	  51.	  Imagen	  de	  los	  cultivos	  celulares	  obtenidos	  a	  partir	  de	  los	  tumores	  
xenotransplantados	  en	  L4R2	  (A)	  y	  L4R16	  (B).	  
A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	  
	   	  
	  
II.3.1.	  Marcadores	  de	  EMT	  en	  los	  xenotransplantes	  
	  
Con	  respecto	  a	  los	  marcadores	  de	  EMT,	  se	  observaron	  algunos	  cambios	  en	  los	  tumores	  
xenotransplantados	  con	  relación	  a	  las	  líneas	  originales:	  
	  
-­‐cadherina-­‐N:	  Desapareció	  la	  expresión	  en	  los	  distintos	  tumores	  derivados	  de	  SK-­‐MEL-­‐
28	  (con	  independencia	  de	  la	  expresión	  o	  no	  de	  CD133)	  y	  disminuye	  entre	  un	  86,8%	  y	  	  
un	  	  97,7%	  en	  los	  tumores	  de	  MELRC08.	  
	  
-­‐cadherina-­‐E:	  Se	   observó	   un	   aumento	   de	   hasta	   8	   veces	   en	   todos	   los	   tumores	  
subcutáneos,	   pero	   no	   en	   la	   metástasis	   retroperitoneal	   derivada	   de	   SK-­‐MEL-­‐
28.	  Además,	   ese	   aumento	   fue	   más	   pronunciado	   en	   las	   CD133-­‐(entre	   7,7	   y	   8,4	  
veces)que	  en	  las	  CD133+(4,7	  veces).	  Sin	  embargo,	  también	  se	  incrementó	  entre	  394%	  
y	   511%	   en	   los	   tumores	   derivados	   de	  MELRC08	   (con	   un	   contenido	   de	   hasta	   90%	   de	  
células	  CD133+)	  
	  
La	   expresión	   de	   cadherina-­‐E	   parece	   aumentar	   con	   la	   tumorigénesis	   ,	   mientras	  
paralelamente	   desaparece	   la	   expresión	   de	   cadherina-­‐N,	   hallazgo	   que	   parece	   estar	  
relacionado	   con	   el	   paso	   de	   un	   fenotipo	  mesenquimal	   de	   las	   células	   en	   cultivo,	   a	   un	  
fenotipo	   “epitelial”.	   Este	   fenómeno	   parece	   ser	   independiente	   de	   la	   presencia	   o	  
ausencia	  de	  células	  con	  marcadores	  de	  CMC	  como	  CD133.	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II.3.2.	  Marcadores	  de	  CMC	  en	  los	  xenotransplantes:	  
	  
En	  cuanto	  a	  los	  marcadores	  de	  célula	  madre:	  
	  
-­‐ABCG2:	  Se	  observó	  un	   incremento	  en	  todos	   los	  tumores	  subcutáneos,	  pero	  no	  en	   la	  
metástasis.	   No	   se	   observaron	   diferencias	   entre	   los	   tumores	   derivados	   de	   la	   porción	  
CD133+,	   y	   los	   de	   la	   CD133-­‐.	   En	   cuanto	   a	   los	   derivados	   de	   la	   línea	   Mel-­‐RC-­‐08,	   la	  
expresión	  de	  ABCG2	  se	  mantuvo	  similar	  a	  la	  línea	  de	  origen	  en	  un	  caso,	  y	  se	  duplicó	  en	  
otro.	  
	  
-­‐MDRI	   (ABCB1):	   Se	  observó	  un	   incremento	  de	  más	  de	  5	  veces	  en	   todos	   los	   tumores	  
subcutáneos,	  pero	  no	  en	  la	  metástasis.	  No	  se	  observaron	  diferencias	  entre	  los	  tumores	  
derivados	  de	   la	  porción	  CD133+,	   y	   los	  de	   la	  CD133-­‐.	   En	   cuanto	  a	   los	  derivados	  de	   la	  
línea	  Mel-­‐RC-­‐08,	  la	  expresión	  de	  MDR1	  (ABCB1)	  también	  se	  incrementó,	  peo	  en	  menor	  
medida	  que	  en	  los	  derivados	  de	  SK-­‐MEL-­‐28	  (entre	  2	  y	  5	  veces)	  
	  
-­‐ABCB5:	  Desapareció	   en	   todos	   los	   tumores	   derivados	   de	   SK-­‐MEL-­‐	   28	   (con	   o	   sin	  
celularidad	   CD133+)y	   apareció	   la	   expresión	   en	   los	   tumores	   derivados	   de	   la	   línea	  
MELRC08	  (3113)	  .	  
	  
-­‐CD90:	  	  Se	  observó	  aparición	  de	  expresión	  de	  CD90	  en	  todos	  los	  tumores	  derivados	  de	  
SK-­‐MEL-­‐28,a	  pasar	  de	  no	  existir	  en	  la	  línea	  original,	  pero	  no	  en	  los	  de	  MELRC08.	  No	  se	  
observaron	   diferencias	   entre	   los	   tumores	   derivados	   de	   las	   poblaciones	   CD133+	   y	  
CD133-­‐	  	  
	  
-­‐CD271:	  En	   general,	   su	   expresión	   disminuyó	   en	   todos	   los	   tumores,	   incluidos	   los	  
derivados	  de	  Mel-­‐RC-­‐08.	  En	  los	  derivados	  de	  SK-­‐MEL-­‐28	  disminuyó	  en	  los	  derivados	  de	  
la	  porción	  CD133+	  y	  desapareció	  totalmente	  en	  los	  derivados	  de	  SK-­‐MEL	  CD133-­‐.	  
	  
-­‐CD133:	  Disminuyó	   a	   la	  mitad	   en	   los	   tumores	   derivados	   de	  MELRC08	   (3113).	   En	   los	  
distintos	  tumores	  derivados	  de	  SK-­‐MEL-­‐28	  fue	  menor	  en	  los	  tumores	  obtenidos	  de	  la	  
subpoblación	  negativa	  que	  en	  los	  de	  la	  subpoblación	  positiva.	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Tanto	   la	   porción	   CD133	   positiva	   como	   la	   CD133	   negativa	   de	   la	   línea	   SKMEL-­‐28,	   y	   la	  
línea	   CD133+	   Mel-­‐RC-­‐08	   son	   tumorigénicas,	   y	   producen	   tumores	   heterogéneos	   en	  
cuanto	  al	  marcador	  estudiado.	  	  
Durante	   la	   tumorigénesis	   aumentó	   la	   expresión	   de	   los	  marcadores	   de	   célula	  madre	  
ABCG2,	  ABCB1,Y	  CD90,	  pero	  no	  así	  en	  las	  metástasis.	  Aunque	  desafortunadamente	  la	  
muestra	   es	   insuficiente	   para	   que	   estos	   hallazgos	   sean	   significativos,	   nuestros	  
resultados	   experimentales	   apoyan	   los	   obtenidos	   en	   el	   estudio	   de	   melanomas	  
humanos.	  
Disminuyeron	   ABCB5,	   CD271	   y	   CD133,	   observándose	   una	  mayor	   disminución	   en	   los	  
tumores	  derivados	  de	  CD133-­‐;	  a	  excepción	  de	   la	  expresión	  de	  ABCB5	  en	   los	  tumores	  
derivados	  de	  MELRC08,	  donde	  se	  incrementó.	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III.	  DESARROLLO	  ARGUMENTAL	  
III.1.	  FACTORES	  DE	  EMT	  Y	  MARCADORES	  DE	  CMC	  EN	  RELACIÓN	  
CON	  LOS	  PARÁMETROS	  CLÁSICOS	  DE	  PROGRESIÓN	  LOCAL	  
	  
Observamos	  que	  los	  factores	  de	  EMT,	  fibronectina,	  osteopontina,	  cadherina-­‐N	  y,	  sobre	  
todo	   la	   osteonectina/SPARC,	   estaban	   aumentados	   en	   los	   melanomas	   en	   fase	   de	  
crecimiento	  vertical.	  Podrían	  por	  lo	  tanto	  plantearse	  como	  marcadores	  de	  progresión	  
tumoral.	   Estos	   hallazgos	   van	   en	   la	   línea	   de	   los	   resultados	   de	   estudios	   previos	   que	  
implican	  a	   los	  marcadores	  de	  EMT	  en	   la	  progresión	  de	   los	  melanomas,	  confiriendo	  a	  
las	  células	  un	  mayor	  potencial	   invasor73,	  79,	  90.	  En	  concreto,	  el	  grupo	  de	  la	  universidad	  
de	  Queensland,	  relacionó	  la	  inducción	  de	  osteonectina/SPARC	  con	  el	  paso	  de	  fase	  de	  
crecimiento	   radial	   a	   vertical	   en	   melanomas79.	   Además,	   al	   tratarse	   de	   marcadores	  
inmunohistoquímicos,	   podrían	   ser	   de	   utilidad	   como	   factor	   pronóstico	   en	   el	   estudio	  
rutinario	   de	   los	   melanomas	   primarios	   en	   las	   unidades	   de	   dermatopatología.	   La	  
negatividad	   frente	   a	   la	   cadherina-­‐N	   iría	   en	   contra	   de	   la	   fase	   vertical	   y	   una	   intensa	  
positividad	   frente	   a	   la	   osteonectina/SPARC	   sería	   signo	   de	   que	   el	   melanoma	   se	  
encuentra	  en	  fase	  vertical.	  
Por	  el	  contrario,	  nuestro	  estudio	  muestra	  que	  tanto	  la	  expresión	  génica	  de	  CD34	  como	  
su	  expresión	  proteica	  a	  nivel	  citoplasmático,	  son	  menores	  en	   los	  melanomas	  en	   fase	  
de	  crecimiento	  vertical,	  por	  lo	  que	  su	  ausencia	  podría	  marcar	  la	  evolución	  a	  una	  fase	  
más	  avanzada.	  Sin	  embargo,	  la	  inmunotinción	  nuclear	  de	  CD34	  aumenta	  con	  el	  índice	  
de	   Breslow,	   el	   número	   de	   mitosis,	   y	   la	   presencia	   de	   ulceración.	   Los	   tumores	  
melanocíticos	   son	   clásicamente	   CD34	   negativos129,	   independientemente	   de	   su	  
benignidad	  o	  malignidad.	  No	  obstante	  se	  han	  descrito	  algunos	  casos	  en	  la	  literatura	  de	  
melanomas,	   primarios	   y	   metastásicos,	   con	   inmunofenotipo	   CD34	   positivo,	   definido	  
como	   aberrante132,	   133,	   sin	   que	   se	   haya	   establecido	   un	   valor	   pronóstico	   al	   respecto.	  
Algunos	  autores	  lo	  consideran	  un	  marcador	  de	  transdiferenciación	  endotelial139	  y,	  por	  
tanto,	   lo	   asocian	   a	   la	   progresión	   tumoral.	   Pero	   en	   su	   revisión	  de	   60	  melanomas,	   no	  
hallaron	   sin	   embargo	   positividad	   frente	   a	   CD34	   en	   ninguna	   de	   las	   6	   metástasis	   de	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melanoma	   incluidas	   en	   el	   estudio.	   Estos	   autores	   postulan	   que	   el	   mecanismo	  
patogénico	   de	   remodelación	   estromal	   en	   los	   melanomas	   sería	   diferente	   al	   de	   los	  
carcinomas,	   y	   estaría	   relacionado	   con	   osteonectina/SPARC	   (cuya	   expresión	   estaría	  
ligada	  a	  la	  malignidad	  en	  las	  lesiones	  melánicas)139.	  El	  hecho	  de	  que	  en	  nuestro	  estudio	  
la	  expresión	  de	  ARNm	  de	  CD34	  sea	  menor	  en	   los	  melanomas	  en	  fase	  de	  crecimiento	  
vertical,	  es	  decir,	  más	  avanzados,	  entra	  en	  aparente	  contradicción	  con	  los	  hallazgos	  de	  
este	  grupo139,	  que	  considera	  el	  CD34	  en	  las	  células	  tumorales	  del	  melanoma	  como	  un	  
marcador	  de	  progresión,y,	  por	  lo	  tanto	  de	  peor	  pronóstico.	  De	  hecho,	  en	  su	  revisión,	  
encuentran	   un	   aumento	   progresivo	   de	   células	   tumorales	   positivas	   frente	   a	   CD34	   al	  
aumentar	  el	  nivel	  de	  Clark.	  No	  obstante,	  se	  trata	  de	  un	  estudio	  basado	  en	  la	  expresión	  
inmunohistoquímica	  y	  no	  especifican	  si	  la	  tinción	  en	  las	  células	  tumorales	  es	  nuclear	  o	  
citoplasmática.	   En	   nuestro	   caso,	   la	   tinción	   nuclear	   de	   CD34	   sí	   que	   va	   en	   la	   misma	  
dirección	  que	  los	  hallazgos	  descritos,	  pero	   los	  resultados	  basados	  en	   la	  expresión	  del	  
ARN	  mensajero	  por	  PCR	  y	  en	   la	   inmunotinción	  citoplasmática	   indicarían	   lo	  contrario.	  
Esta	  correlación	  inversa	  entre	  la	  tinción	  nuclear	  y	  la	  expresión	  de	  ARNm	  tiene	  además	  
significación	  estadística.	  
En	  cuanto	  al	  índice	  de	  Breslow,	  éste	  mostró	  una	  correlación	  positiva	  con	  la	  expresión	  
de	  ARNm	  de	  OP	  (SPP1),	  además	  de	  otros	  factores	  de	  EMT	  como	  cadherina-­‐N	  (CDH2),	  
FN1,	  	  SNAIL-­‐1,	  SNAIL-­‐2,	  ON/SPARC	  y	  de	  célula	  madre,	  como	  ABCG2,	  PROM-­‐1	  (CD133);	  
y	   una	   correlación	   negativa	   con	   CD34.	   Además,	   se	   traduce	   en	   un	   aumento	   de	   la	  
intensidad	  de	  expresión	  de	  osteopontina	  en	  el	  estudio	  inmunohistoquímico	  a	  medida	  
que	  aumenta	  el	   índice	  de	  Breslow.	  Estos	  hallazgos	  apoyan	  los	  citados	  anteriormente,	  	  
con	   un	   aumento	   de	   expresión	   de	   los	   factores	   de	   EMT	   a	   medida	   que	   progresa	   la	  
neoplasia.	  El	  aumento	  en	  la	  expresión	  de	  Cadherina-­‐N	  marcaría	  el	  proceso	  de	  EMT,	  y	  
estaría	  regulada	  por	  la	  vía	  PI3K/PTEN	  a	  través	  de	  Twist	  y	  Snail75,	  140,	  lo	  que	  explicaría	  su	  
aumento	  progresivo	  con	  la	  invasión,	  y,	  por	  lo	  tanto,	  con	  un	  mayor	  índice	  de	  Breslow.	  
Se	  ha	  descrito	  que	  la	  osteonectina/SPARC	  regula	  a	  la	  baja	  la	  expresión	  de	  E-­‐cadherina	  
e	  induce	  la	  de	  osteopontina79.	  
Los	   marcadores	   de	   célula	   madre	   ABCG2	   y	   CD133	   se	   han	   descrito	   en	   las	   células	  
iniciadoras	  de	  cáncer,	  o	  células	  madre	  cancerosas,	  derivadas	  de	  la	  expansión	  clonal	  de	  
células	   atípicas,	   y	   a	   las	   que	   se	   atribuye	   la	   capacidad	   de	   tumorigénesis	   y	   de	   generar	  
metástasis	   a	  distancia.	   La	  expresión	  de	  estos	  marcadores	   se	  ha	   relacionado	   con	  una	  
Resultados	  y	  desarrollo	  argumental	  
	   173	  
mayor	  agresividad,	  capacidad	  metastásica	  y	  quimiorresistencia141.	  Por	  lo	  tanto,	  parece	  
lógico	   que	   aumenten	   en	   melanomas	   con	   mayor	   índice	   de	   Breslow,	   y	   de	   peor	  
pronóstico.	  
Sin	  embargo,	   la	   correlación	  negativa	  con	  el	  ARNm	  CD34	  sigue	  entrando	  en	  aparente	  
contradicción	   con	   el	   grupo	   de	   Risio139,	   y	   podría	   deberse	   a	   la	   expresión	   estromal	   de	  
CD34.	  Wessel	  y	  colaboradores142	  estudiaron	   la	  expresión	  de	  CD34	  en	   los	   fibroblastos	  
de	   la	   dermis	   normal,	   de	   los	   nevus	   y	   de	   los	  melanomas,	   y	   sus	   resultados	  mostraron	  
fibroblastos	   CD34	  positivos	   en	   la	   dermis	   normal	   y	   en	   los	   nevus,	  mientras	   que	   no	   se	  
encontraban	   estas	   células	   en	   los	   melanomas.	   Nuestro	   estudio	   inmunohistoquímico	  
mostró	  una	  mayor	  positividad	  del	  estroma	  extratumoral	  en	  melanomas	  con	  un	  índice	  
de	  Breslow	  menor,	  hallazgo	  que	  podría	  ir	  en	  la	  línea	  de	  lo	  que	  este	  grupo	  describió,	  y,	  
por	  el	   contrario,	  observamos	  un	  Breslow	  más	  alto	  en	  melanomas	  con	   inmunotinción	  
nuclear	  para	  CD34.	  
	  
En	   nuestro	   estudio,	   la	   expresión	   de	   ARNm	   de	   algunos	   marcadores	   de	   EMT	  
(fundamentalmente	   osteonectina/SPARC,	   osteopontina,	   y	   fibronectina)	   y	   de	   célula	  
madre	   (ABCG2)	   se	   correlacionan	   positivamente	   con	   la	   presencia	   de	   ulceración.	   Sin	  
embargo	   la	   expresión	   de	   ARNm	   de	   CD34	   muestra	   una	   correlación	   inversa.	   Estos	  
hallazgos	  apoyan	  los	  descritos	  previamente	  y,	  a	  pesar	  de	  que	  la	  ulceración	  es	  un	  factor	  
de	   riesgo	   independiente,	   todos	   los	   melanomas	   ulcerados	   de	   nuestro	   estudio	   son	  
melanomas	   gruesos	   con	   mayor	   índice	   de	   Breslow,	   lo	   que	   explicaría	   en	   parte	   los	  
resultados	   superponibles.	   Además,	   en	   nuestro	   estudio	   se	   establece	   una	   correlación	  
entre	  la	  expresión	  de	  CD34	  en	  el	  estroma	  extratumoral	  y	  la	  ausencia	  de	  ulceración	  y,	  
por	   el	   contrario,	   la	   inmunotinción	   nuclear	   frente	   a	   CD34	   se	   correlaciona	   con	   la	  
ulceración.	   De	   hecho,	   el	   análisis	   multivariante	   muestra	   que	   la	   positividad	   frente	   a	  
CD34	  aumenta	   la	   capacidad	  predictiva	  pronóstica,	   en	   combinación	   con	  el	  Breslow,	   y	  
supera	  el	  valor	  predictivo	  de	  la	  combinación	  del	  Breslow	  y	  la	  ulceración.	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III.2.	  EXPRESIÓN	  DE	  FACTORES	  DE	  EMT	  Y	  MARCADORES	  DE	  CMC	  
EN	  RELACIÓN	  CON	  LA	  EVOLUCIÓN	  CLÍNICA	  DE	  LOS	  PACIENTES.	  
	  
La	  sobreexpresión	  en	  los	  tumores	  primarios	  de	  ARNm	  de	  los	  siguientes	  genes	  se	  asocia	  
con	  el	  desarrollo	  de	  metástasis	  ganglionares	  y	  a	  distancia:	  
-­‐marcadores	   de	   EMT:	   FIBRONECTINA1,	   SPP1	   (OP)	   (más	   en	   metástasis	   hepáticas),	  
osteonectina/SPARC);	  
-­‐marcadores	  de	  CMC:	  ABCB5	  (en	  metástasis	  ganglionares)	  y	  ABCG2.	  
Por	  el	  contrario,	  la	  mayor	  expresión	  en	  el	  tumor	  primario	  de	  ARNm	  de	  CD34,	  se	  asocia	  
con	  la	  ausencia	  de	  metástasis	  a	  distancia.	  	  
Asimismo,	  	  a	  nivel	  inmunofenotípico,	  los	  siguientes	  marcadores	  se	  correlacionan	  con	  el	  
desarrollo	  de	  metástasis:	  	  
-­‐marcadores	   de	   EMT:	   osteopontina,	   y	   osteonectina/SPARC.	   Además,	   la	   positividad	  
para	  osteopontina	  se	  observó	  en	  todas	  las	  metástasis	  hepáticas.	  
-­‐marcadores	  de	  célula	  madre:	  CD133.	  
Un	  hallazgo	  singular	  de	  nuestro	  estudio	  ha	  sido	  la	  correlación	  de	  la	  positividad	  nuclear	  
para	  CD34	  en	   las	   células	   tumorales	  del	  melanoma	  primario	  con	  un	  acortamiento	  del	  
periodo	  libre	  de	  metástasis	  a	  distancia,	  que	  le	  confiere	  valor	  pronóstico.	  La	  expresión	  
de	  marcadores	  de	  EMT	  se	  ha	  correlacionado	  previamente	  con	  una	  mayor	  capacidad	  de	  
progresión	   tumoral81,	   143,	   144,	   y	   de	   metástasis	   a	   distancia73,	   140,	   145,	   146,	   147.	   Nuestros	  
hallazgos	   apoyan	   los	   publicados	   por	   el	   grupo	   de	   Rodríguez-­‐Peralto	   y	   colaboradores,	  
con	   una	   firma	   metastásica	   en	   los	   melanomas	   primarios,	   caracterizada	   por	   una	  
sobrerregulación	   de	   genes	   relacionados	   con	   la	   EMT	   (cadherina-­‐N,	   ON/SPARC),	  
confirmados	   por	   una	   mayor	   expresión	   inmunohistoquímica.	   Nosotros	   intentamos,	  
además,	  definir	  un	  perfil	  de	  expresión	  en	  función	  de	  la	  localización	  de	  las	  metástasis.	  
Así,	  observamos	  una	  mayor	  expresión	  de	  OP	  (SPP1)	  en	  los	  melanomas	  con	  metástasis	  
hepáticas,	   de	   cadherina-­‐E	   en	   melanomas	   con	   metástasis	   cerebrales	   y	   óseas;	   y	   de	  
cadherina-­‐N	  en	  aquellos	  con	  metástasis	  cutáneas	  a	  distancia.	  Aunque	  estos	  hallazgos	  
han	  mostrado	  ser	  estadísticamente	  significativos,	  sería	   interesante	  ampliar	  el	  estudio	  
con	  un	  mayor	  número	  de	  casos	  con	  metástasis	  a	  distancia.	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Destaca	   la	   relación	   de	   la	   inmunotinción	   de	   CD133	   con	   el	   desarrollo	   de	  metástasis	   a	  
distancia,	   hasta	   el	   punto	   de	   que	   ningún	   melanoma	   negativo	   frente	   a	   CD133	   las	  
desarrolló.	  Esto	  comulga	  con	  la	  teoría	  de	  las	  células	  madre	  cancerosas.	  Recientemente	  
se	   ha	   descrito	   la	   existencia	   de	   subpoblaciones	   de	   células	   madre	   cancerosas	  
CD133+/CXCR4+	   	   en	   melanomas	   con	   fenotipo	   invasor	   y	   mal	   pronóstico148,	   y	   la	  
sobreexpresión	   de	   CD133	   como	   factor	   de	   riesgo	   en	   la	   progresión	   y	   recurrencia	   del	  
melanoma149.	   Nuestro	   estudio	   confirma	   estos	   hallazgos	   y	   confiere	   especial	  
importancia	  a	  la	  ausencia	  de	  inmunotinción	  para	  CD133	  en	  los	  melanomas	  primarios.	  
ABCB5	   también	   se	   ha	   relacionado	   previamente	   con	   la	   progresión	   tumoral	   y	  
metástasis126.	  
Algunos	  autores	  defienden	  la	  hipótesis	  de	  que	  las	  células	  madre	  del	  melanoma	  son	  las	  
generadoras	   de	   metástasis	   y	   las	   únicas	   capaces	   de	   establecer	   la	   heterogeneidad	  
fenotípica	  del	  tumor	  primario150.	  Se	  reconocen	  como	  marcadores	  de	  célula	  madre	  de	  
melanoma	   el	   CD133151	   ABCG2	   y	   ABCB5117,125.	   Su	   expresión	   se	   ha	   asociado	   a	   mayor	  
riesgo	  de	  progresión,	  capacidad	  metastásica	  y	  quimiorresistencia149,151,	  152.	  	  
No	   obstante,	   se	   cuestiona	   la	   existencia	   de	   estas	   células	   iniciadoras	   de	  melanoma,	   y	  
Quintana	  y	  colaboradores134	  demostraron	  que	  entre	  múltiples	  marcadores	  estudiados,	  
incluyendo	   ABCB5	   y	   CD271,	   ninguno	   era	   capaz	   de	   distinguir	   células	   de	   melanoma	  
tumorigénicas	  de	  las	  no	  tumorigénicas,	  y	  que	  estos	  marcadores	  parecían	  expresarse	  de	  
forma	   reversible	   en	   las	   células	   del	   melanoma.	   Independientemente	   de	   las	  
controversias	  vigentes,	  nuestro	  estudio	  muestra	  que	  los	  melanomas	  que	  evolucionan	  
dando	   metástasis	   presentan	   una	   mayor	   expresión	   de	   ARN	   mensajero	   y	   mayor	  
inmunotinción	  de	  CD133	  y,	  al	  contrario,	  ninguno	  de	   los	  melanomas	  primarios	  CD133	  
negativo	   desarrolló	  metástasis	   en	   su	   evolución	   clínica.	   La	   inmunotinción	   con	   CD133	  
podría	   tener	  pues	  un	   valor	  pronóstico	   como	  predictor	  de	  desarrollo	  de	  metástasis	   a	  
distancia	   y	   sugerimos	   que	   podría	   realizarse	   de	   forma	   rutinaria	   en	   el	   estudio	   de	   los	  
melanomas	  primarios.	  
En	   apoyo	   a	   los	   hallazgos	   de	   Quintana	   y	   colaboradores,	   en	   nuestro	   estudio	  
experimental	  fuimos	  capaces	  de	  desarrollar	  tumores	  subcutáneos	  en	  ratones	  atímicos	  
tanto	   a	   partir	   de	   las	   fracciones	   CD133+	   y	   CD133-­‐	   de	   la	   línea	   SK-­‐MEL-­‐28,	   con	  
independencia	  de	  la	  expresión	  inicial	  de	  este	  marcador	  de	  CMC,	  como	  con	  la	  línea	  Mel-­‐
RC-­‐08,	   constituida	   mayoritariamente	   por	   células	   CD133+.	   Más	   aún,	   los	   tumores	  
Resultados	  y	  desarrollo	  argumental	  
	   176	  
obtenidos	  fueron	  heterogéneos	  en	  cuanto	  a	   la	  expresión	  de	  éste	  y	  otros	  marcadores	  
de	  CMC	  (ABCB5,	  ABCB1,	  ABCG2,	  CD90	  y	  CD271).	  En	  cuanto	  a	  la	  agresividad,	  	  en	  la	  línea	  
de	   lo	   que	   describimos	   en	   nuestro	   estudio	   en	   tumores	   humanos,	   las	   líneas	   con	  
celularidad	  CD133+	  mostraron	  un	  crecimiento	  más	  rápido	  que	  las	  CD133-­‐.	  Además,	  se	  
desarrolló	   una	   única	   metástasis	   a	   distancia	   tras	   la	   inoculación	   intravenosa,	  
correspondiente	  a	   la	   fracción	  CD133+	  de	  SK-­‐MEL-­‐28,	  aunque	  obviamente	  el	   carácter	  
aislado	  de	  este	  hallazgo	  es	  insuficiente	  para	  establecer	  conclusiones.	  
En	  cuanto	  al	  intervalo	  libre	  de	  metástasis	  a	  distancia,	  este	  se	  ve	  reducido	  en	  pacientes	  
con	   melanomas	   primarios	   con	   mayor	   expresión	   de	   ARNm	   de	   ABCG2	   y,	   a	   nivel	  
inmunohistoquímico,	  con	  una	  expresión	  generalizada	  (>90%	  de	  las	  células	  tumorales)	  
de	  ON.	  Un	  hallazgo	  original	  en	  nuestro	  estudio	  ha	  sido	  que	   la	  positividad	  nuclear	  de	  
CD34,	   incluso	   en	   células	   tumorales	   aisladas,	   se	   asocia	   a	   una	   peor	   evolución	   de	   los	  
pacientes	  y	  en	  particular	  al	  desarrollo	  temprano	  de	  metástasis	  a	  distancia.	  	  
En	   cuanto	   a	   la	   supervivencia,	   nuestro	   estudio	   encuentra	   una	   correlación	   entre	   la	  
inmunotinción	   generalizada	   de	   CD133	   en	   los	   melanomas	   primarios,	   y	   una	   menor	  
supervivencia.	   Un	   resultado	   similar	   fue	   descrito	   por	   el	   grupo	   de	   Zapas,	   en	   2012149.	  
Además,	   nuestro	   estudio	   le	   confiere	   al	   marcador	   inmunohistoquímico	   CD133	   valor	  
como	  marcador	  pronóstico,	  sumado	  a	  los	  criterios	  clásicos	  como	  el	  índice	  de	  Breslow	  y	  
la	  presencia	  de	  ulceración,	  incrementando	  su	  valor	  predictivo	  hasta	  el	  96,6	  %.	  
	  
	  III.3.	  MARCADORES	  DE	  EMT	  Y	  CMC	  EN	  LAS	  DIFERENTES	  FASES	  
EVOLUTIVAS	  DE	  PROGRESIÓN	  TUMORAL.	  
	  
En	   cuanto	   a	   la	   expresión	   inmunohistoquímica,	   la	   mayoría	   de	   los	   factores	   de	   EMT	  
estudiados	   (ON/SPARC,	  OP,	  cadherina-­‐N,	  Twist)	  disminuyeron	  en	   las	   fases	   finales	  del	  
proceso	   metastásico,	   es	   decir,	   esencialmente	   en	   las	   metástasis	   a	   distancia	   ya	  
establecidas,	   excepto	   Snail,	   que	   aumenta	   selectivamente	   en	   las	   metástasis	  
ganglionares.	   Estos	   hallazgos	   son	   superponibles,	   al	   estudiar	   la	   expresión	   del	   ARNm,	  
únicamente	   para	   la	   osteonectina/SPARC,	   que	   aumentaría	   en	   las	   fases	   iniciales	   de	  
diseminación	  y	  disminuiría	  al	  establecerse	  las	  metástasis	  ganglionares	  y	  a	  distancia.	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Sin	  embargo,	  sorprendentemente,	  la	  expresión	  de	  ARNm	  para	  el	  resto	  de	  los	  genes	  de	  
EMT,	   FN1,	   cadherina-­‐E	   (CDH1),	   cadherina-­‐N	   (CDH2),	   y	   OP(SPP1),	   aumenta	   con	   la	  
progresión	  tumoral.	  
En	  estudios	  previos	  se	  ha	  descrito	  un	  aumento	  de	  la	  expresión	  de	  factores	  de	  EMT	  en	  
las	   metástasis	   de	  melanoma	   con	   respecto	   a	   los	   primarios,	   correlacionándola	   con	   la	  
progresión	   tumoral153.	   Sin	   embargo,	   nuestros	   resultados	   muestran,	   como	   hallazgo	  
diferencial,	   una	   disminución	   en	   fases	   tardías	   con	  metástasis	   ya	   establecidas,	   que	   de	  
hecho	  apoyaría	  la	  teoría	  de	  la	  TME	  (EMT	  inversa).	  Este	  proceso	  se	  produce	  una	  vez	  que	  
las	  células	  tumorales	  han	  alcanzado	  un	  nuevo	  tejido	  diana,	  donde	  las	  condiciones	  del	  
medio	  podrían	  ser	  similares	  a	  las	  iniciales91,	  92,	  93.	  
	  
En	   el	   estudio	   de	   marcadores	   de	   CMC,	   se	   confirma	   la	   presencia	   de	   células	   con	  
inmunofenotipo	   de	   célula	   madre,	   tanto	   en	   los	   tumores	   primarios	   como	   en	   las	  
metástasis,	   complementando	   los	   resultados	   descritos	   en	   el	   estudio	   publicado	   por	   el	  
Centro	  de	  Melanoma	  de	  Maryland	  en	  2010,	  que	  además	  mostraba	  mayor	  expresión	  de	  
ABCB5	  y	  CD133	  en	   las	  metástasis126.	  Nuestro	   trabajo	  muestra	  una	  disminución	  de	   la	  
expresión	   inmunohistoquímica	  y	  de	  ARNm	  de	  CD133	  con	   la	  diseminación	  ganglionar.	  
En	   lo	   que	   refiere	   a	   la	   expresión	   de	   ABCB5,	   la	   inmunotinción	   aumenta	   en	   las	   fases	  
iniciales	  de	  diseminación	   (MT)	  y	  disminuye	  en	   las	  más	  avanzadas	   (MG	  y	  MD),	   lo	  que	  
supondría	  un	  hallazgo	  diferencial	  con	  el	  citado	  estudio.	  Sin	  embargo,	   la	  expresión	  de	  
ARNm	   de	   ABCB5	   aumenta	   durante	   la	   progresión.	   Para	   entender	   esta	   situación	  
paradójica,	  hay	  que	  decir	  que	  en	  la	  tinción	  inmunohistoquímica	  para	  ABCB5	  se	  observa	  
además	  de	  la	  tinción	  citoplasmática	  de	  las	  células	  tumorales,	  positividad	  en	  las	  células	  
fusiformes	  del	  estroma	  y	  en	  los	  melanófagos.	  	  
Los	   melanomas	   primarios	   tienen	   una	   mayor	   inmunotinción	   para	   CD34	   que	   las	  
metástasis,	  observándose	  esta	  tinción	  tanto	  en	  las	  células	  tumorales,	  como	  en	  las	  del	  
estroma	   extratumoral.	   Por	   el	   contrario,	   la	   tinción	   nuclear	   de	   CD34	   en	   las	   células	  
tumorales	   es	   más	   frecuente	   en	   las	   metástasis.	   El	   ARNm	   de	   CD34	   se	   expresaría	   en	  
mayor	  medida	  en	  MP	  y,	  particularmente	  en	   los	  MP	  delgados,	  que	  en	  metástasis,	   sin	  
duda	  en	  relación	  con	  la	  expresión	  en	  el	  estroma	  extratumoral,	  puesta	  de	  relieve	  con	  la	  
tinción	   inmunohistoquímica.	   Destacamos	   de	   nuevo	   el	   hallazgo	   de	   la	   tinción	   nuclear	  
para	  CD34,	  más	  frecuente	  en	  las	  metástasis	  que	  en	  los	  melanomas	  primarios.	  
Resultados	  y	  desarrollo	  argumental	  
	   178	  
	  
III.4.	  MARCADORES	  DE	  EMT	  Y	  CMC	  EN	  RELACIÓN	  CON	  EL	  
ESTADO	  MUTACIONAL	  DE	  BRAF	  Y	  NRAS	  
	  
En	  cuanto	  al	  estado	  mutacional,	  la	  inmunotinción	  para	  los	  marcadores	  de	  EMT	  ON,	  FN,	  
Twist	  y	  OP	  se	  asocia	  a	  la	  mutación	  de	  BRAF	  y	  la	  de	  OP	  y	  cadherina-­‐N	  citoplasmática	  se	  
asocia	   a	   la	   ausencia	   de	   mutación	   en	   NRAS.	   Sin	   embargo,	   no	   se	   observa	   ninguna	  
correlación	  con	  la	  expresión	  génica	  de	  los	  marcadores	  de	  EMT.	  	  
En	  lo	  que	  respecta	  a	  los	  marcadores	  de	  CMC,	  la	  expresión	  del	  ARNm	  del	  gen	  ABCB5	  se	  
correlaciona	  con	  la	  existencia	  de	  mutación	  en	  NRAS	  y	  con	  la	  ausencia	  de	  mutación	  en	  
BRAF.	  Sin	  embargo,	  sorprendentemente,	  a	  nivel	  proteico,	  la	  tinción	  citoplasmática	  de	  
ABCB5	  se	  correlaciona	  únicamente	  con	  la	  mutación	  de	  BRAF.	  Como	  hemos	  comentado	  
previamente,	   en	   la	   inmunotinción	   con	   ABCB5	   se	   observa	   además	   de	   la	   tinción	  
citoplasmática	  de	  las	  células	  tumorales,	  positividad	  en	  las	  células	  del	  estroma	  y	  en	  los	  
melanófagos.	  Por	   tanto,	  aparentemente,	   sería	   la	   suma	  de	   la	  expresión	  en	   las	  células	  
tumorales	   y	   no	   tumorales,	   la	   que	   se	   asocia	   a	   la	  mutación	  de	  NRAS,	  mientras	   que	   la	  
expresión	  exclusivamente	  en	  células	  tumorales	  se	  asocia	  a	  la	  de	  BRAF.	  Algunos	  autores	  
defienden	  que	  la	  presencia	  de	  mutaciones	  en	  NRAS	  se	  asocia	  a	  una	  supervivencia	  más	  
corta45,	   46	   y	  es	  más	   frecuente	  en	  MM	  de	   rápido	  crecimiento47.	   Sirve	  de	  apoyo	  a	  esta	  
interpretación	  nuestro	  hallazgo	  de	  que	   la	   expresión	  de	  ARNm	  de	  ABCB5,	   pero	  no	   la	  
expresión	  IHQ,	  se	  asocia	  al	  desarrollo	  de	  metástasis	  ganglionares.	  	  
Por	  otro	  lado,	  aunque	  cabría	  esperar	  una	  correlación	  de	  los	  factores	  de	  EMT	  (ON,	  FN,	  
Twist,	   OP	   y	   cadherina-­‐N)	   con	   las	   mutaciones	   de	   NRAS,	   en	   nuestro	   estudio,	  
sorprendentemente,	   la	   inmunotinción	   para	   todos	   estos	   marcadores	   se	   correlaciona	  
con	   las	  mutaciones	   en	  BRAF	   o	   la	   ausencia	   de	  mutaciones	   en	  NRAS,	  mientras	   que	   el	  
estudio	  del	  ARNm	  no	  muestra	  correlación	  alguna.	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4.	  CONCLUSIONES:	  
	  
1.-­‐	  En	  el	  estudio	  experimental,	  	  las	  líneas	  de	  melanoma	  humano	  son	  capaces	  de	  inducir	  
el	   crecimiento	   tumoral	   y	   crear	   tumores	   heterogéneos	   respecto	   a	   la	   expresión	   de	  
CD133	  y	  otros	  marcadores	  de	  célula	  madre	  y	  EMT,	  con	  independencia	  de	  la	  expresión	  
o	   no	   de	   este	   marcador	   en	   las	   células	   xenotransplantadas,	   aunque	   se	   observa	   una	  
mayor	  velocidad	  de	  crecimiento	  en	  las	  células	  inicialmente	  CD133+.	  
	  
2.-­‐Una	  mayor	  expresión	   inmunohistoquímica	  de	  cadherina-­‐N	  y	  osteonectina/SPARC	  y	  
un	   aumento	   de	   expresión	   de	  ARN	  mensajero	   de	   fibronectina,	   osteonectina/SPARC	   y	  
osteopontina	  son	  características	  de	  la	  fase	  de	  crecimiento	  vertical.	  
	  
3.-­‐La	  expresión	  de	  ARN	  mensajero	  de	  osteopontina	  (SPP1),	  cadherina-­‐N	  (CDH2),	  FN1,	  	  
SNAIL-­‐1,	   SNAIL-­‐2,	   ON/SPARC,	   ABCG2	   	   y	   PROM-­‐1	   	   (CD133)	   muestra	   una	   correlación	  
positiva	  con	  el	  índice	  de	  Breslow,	  mientras	  que	  en	  el	  estudio	  inmunohistoquímico	  sólo	  
la	   osteopontina	   y	   la	   tinción	   nuclear	   para	   CD34	   presentan	   esta	   correlación.	   Por	   el	  
contrario,	  la	  expresión	  de	  ARN	  mensajero	  de	  CD34	  tiene	  una	  correlación	  negativa	  con	  
el	  índice	  de	  Breslow.	  	  
	  
4.-­‐	  La	  presencia	  de	  ulceración	  se	  correlaciona	  con	  la	  expresión	  inmunohistoquímica	  de	  
osteonectina/SPARC,	   fibronectina	   y	   CD34	   nuclear,	   y	   con	   un	   mayor	   nivel	   de	   ARN	  
mensajero	  de	  ON/SPARC,	  OP,	  FN,	  CDH2,	  ABCB5,	  y	  tiene	  una	  correlación	  negativa	  con	  el	  
ARN	  mensajero	  de	  CD34.	  	  
	  
5.-­‐	   En	   cuanto	   al	   estudio	   mutacional,	   una	   mayor	   inmunotinción	   citoplasmática	   de	  
ABCB5,	  ON,	  OP,	  	  y	  FN	  se	  correlaciona	  con	  mutaciones	  en	  BRAF.	  	  
	  
6.-­‐	  En	   las	  metástasis	  está	  sobreexpresado	  el	  ARN	  mensajero	  de	  ABCB5,	  Cadherina-­‐N,	  
ON/SPARC,	  OP,	  FN1,	  en	  comparación	  con	  los	  melanomas	  primarios.	  Sin	  embargo,	  estas	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diferencias	  desaparecen	  cuando	  se	  valora	  exclusivamente	  la	  inmunotinción	  en	  células	  
tumorales,	  excepto	  para	  CD34	  nuclear.	  	  
	  
7.-­‐	   El	   desarrollo	   de	   metástasis	   ganglionares	   y	   a	   distancia	   se	   correlaciona	   con	   la	  
sobreexpresión	   de	   ARNm	   de	   FN1,	   OP(SPP1),	   ON/SPARC,	   ABCB5	   y	   ABCG2.	   Dicha	  
correlación	   se	   observa	   también	   inmunohistoquímicamente	   para	   osteopontina,	  
osteonectina/SPARC,	  CD133	  y	  CD34	  nuclear.	  	  
	  
8.-­‐	  El	  tiempo	  de	  supervivencia	  se	  ve	  reducido	  en	  los	  pacientes	  con	  una	  inmunotinción	  
generalizada	  para	  ON/SPARC	  y	  CD133	  en	  el	  melanoma	  primario.	  
	  
9.-­‐	   La	   expresión	   de	   ARN	  mensajero	   de	   ABCG2,	   la	   inmunotinción	   nuclear	   para	   CD34,	  
aunque	   sea	   focal,	   y	   la	   inmunotinción	   generalizada	   para	   ON/SPARC	   en	   las	   células	  
tumorales	  del	  melanoma	  primario	  se	  asocian	  a	  un	  acortamiento	  del	  intervalo	  libre	  de	  
metástasis	  a	  distancia.	  	  
	  
	  10.-­‐La	  inmunotinción	  para	  CD133	  en	  las	  células	  tumorales	  del	  melanoma	  primario	  se	  
correlaciona	  positivamente	  con	  una	  mayor	   capacidad	  metastásica,	   y	  particularmente	  
cuando	   la	   tinción	  es	   intensa.	   El	   estudio	  de	  esta	   variable	   incrementa	  además	  el	   valor	  
predictivo	  de	  los	  parámetros	  clásicos	  (índice	  de	  Breslow	  y	  ulceración).	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6.	  Anexos	  
